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 ΠΕΡΙΛΗΧΗ 
 
Η νζηεναξζξίηηδα (ΟΑ) απνηειεί ηελ πην θνηλή κνξθή αξζξίηηδαο ζηηο αλεπηπγκέλεο ρώξεο 
θαη κηα από ηηο βαζηθέο αηηίεο αλαπεξίαο ηνπ ελήιηθνπ πιεζπζκνύ θαη ραξαθηεξίδεηαη από 
ζηαδηαθή απνδόκεζε ηνπ αξζξηθνύ ρόλδξνπ. Μεηαμύ ησλ επηβαξπληηθώλ παξαγόλησλ  πνπ 
ζπκβάιινπλ ζηελ εμέιημε ηεο λόζνπ ζπγθαηαιέγεηαη ην κεραληθό θνξηίν, ε παρπζαξθία, ην θύιν, 
ε ειηθία, νη ηξαπκαηηζκνί ησλ αξζξώζεσλ θαζώο θαη ε γελεηηθή πξνδηάζεζε.  
Η απνδόκεζε ηνπ αξζξηθνύ ρόλδξνπ νθείιεηαη ζηε δηαηαξαρή ηνπ θπζηνινγηθνύ 
κεηαβνιηζκνύ ησλ ρνλδξνθπηηάξσλ, ηνπ κνλαδηθνύ θπηηαξηθνύ ηύπνπ πνπ απαληάηαη ζηνλ 
αξζξηθό ρόλδξν. Απνηέιεζκα απηήο ηεο δηαηαξαρήο είλαη λα επηθξαηνύλ νη θαηαβνιηθέο δηεξγαζίεο 
κέζσ ηεο αύμεζεο ηεο παξαγσγήο δηαθόξσλ κεηαιινπξσηετλαζώλ (ΜΜΡ-13) θαη αγγξεθαλαζώλ 
(ADAMTS-5) πνπ νδεγνύλ ζηελ ζηαδηαθή απνδόκεζε ησλ θπξίσλ ζπζηαηηθώλ ηεο εμσθπηηάξηαο 
νπζίαο όπσο ηνπ θνιιαγόλν ηύπνπ ΙΙ θαη ησλ αγγξεθαλώλ θαη αληηθαηάζηαζή ηνπο κε άιιεο όπσο 
ην θνιιαγόλν Υ. Δπίζεο, έρεη δηαπηζησζεί πσο ε αιιαγή ηνπ θαηλνηύπνπ ησλ ρνλδξνθπηηάξσλ ζε 
ππεξηξνθηθό κέζσ ηεο δξάζεο κεηαγξαθηθώλ παξαγόλησλ (SOX-9 θαη RUNX-2) θαη πιεζώξαο 
ζεκαηνδνηηθώλ κνλνπαηηώλ  παίδεη θαηαιπηηθό ξόιν ζηελ παζνγέλεηα ηεο λόζνπ.  
Σα ηειεπηαία ρξόληα πνιιέο εξεπλεηηθέο νκάδεο έρνπλ εζηηάζεη ζηε ρξήζε ησλ βιαζηηθώλ 
θπηηάξσλ γηα ηελ αλαδόκεζε ηνπ αξζξηθνύ ρόλδξνπ. Σα βιαζηνθύηηαξα δηαθξίλνληαη ζε 2 
κεγάιεο θαηεγνξίεο : α) ηα ελήιηθα βιαζηνθύηηαξα, ηα νπνία είλαη πνιπδύλακα θαη εληνπίδνληαη 
ζε δηάθνξα ζεκεία ηνπ αλζξσπίλνπ ζώκαηνο ζηελ ελήιηθε δσή θαη  β) ηα εκβξπηθά 
βιαζηνθύηηαξα (hES), πνπ είλαη νινδύλακα θαη εκθαλίδνληαη ζηελ πξώηκε εκβξπνγέλεζε. 
Σα ελήιηθα βιαζηηθά θύηηαξα, κπνξνύλ λα δηαρσξηζηνύλ ζε δύν ππνθαηεγνξίεο κε βάζε ηε 
δπλαηόηεηα δηαθνξνπνίεζήο ηνπο: ηα αηκνπνηεηηθά θαη ηα κεζεγρπκαηηθά βιαζηηθά θύηηαξα..Σα 
ελήιηθα βιαζηηθά κεζεγρπκαηηθήο πξνέιεπζεο (MSCs) κπνξνύλ λα δηαθνξνπνηεζνύλ πξνο 
νζηενβιαζηηθή, ρνλδξνγεληθή θαη ιηπώδε θπηηαξηθή ζεηξά, γηα ην ιόγν απηό ραξαθηεξίδνληαη σο 
πνιπδύλακα. ΢εκαληηθό πιενλέθηεκά ηνπο είλαη όηη απνκνλώλνληαη ζρεηηθά εύθνια θαη δελ 
ζπλδένληαη κε νγθνγέλεζε. Παξόια απηά ε κηθξή δπλαηόηεηα απην-αλαλέσζεο ηνπο θαη ε κείσζε 
ηεο αλαγελλεηηθήο θαη  δηαθνξνπνηεηηθήο ηθαλόηεηάο ηνπο κε ηελ ειηθία, απνηεινύλ ζεκαληηθά 
κεηνλεθηήκαηα ησλ ελήιηθσλ βιαζηηθώλ θπηηάξσλ. 
΢ηα εκβξπηθά βιαζηηθά θύηηαξα, εθηόο ησλ νινδύλακσλ θπηηάξσλ πνπ ιακβάλνληαη ζην ζηάδην 
ηεο βιαζηνθύζηεο, αλήθνπλ θαη ηα επαγόκελα πνιπδύλακα βιαζηηθά θύηηαξα (iPSCs). Σα iPSCs 
πξνέξρνληαη από ώξηκα θύηηαξα ηα νπνία κε ηελ ηαπηόρξνλε εηζαγσγή ησλ γνληδίσλ 
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κεηαγξαθηθώλ παξαγόλησλ (Oct4 θαη Sox2) θαη πξσηννγθνγνληδίσλ (c-Myc θαη Klf4)‏ 
επαλαπξνγξακκαηίδνληαη θαη απνθηνύλ ραξαθηεξηζηηθά ησλ εκβξπηθώλ βιαζηηθώλ θπηηάξσλ κέζσ 
ηεο έθθξαζεο εηδηθώλ γνληδίσλ ησλ hES θπηηάξσλ θαη δηαηήξεζεο ηνπ δπλακηθνύ δηαθνξνπνίεζεο 
ηνπο πξνο παξάγσγα θαη ησλ 3 αξρηθώλ βιαζηηθώλ ζηηβάδσλ. Σα  iPSCs ζεσξνύληαη ηδαληθνί 
παξάγνληεο γηα ζεξαπεπηηθά ζρήκαηα ζπγθξηηηθά κε MSCs θαζώο έρνπλ ηε δπλαηόηεηα γηα 
απεξηόξηζην πνιιαπιαζηαζκό, είλαη εηδηθά γηα θάζε αζζελή, δε πξνθαινύλ αλνζναπόθξηζε θαη 
εθθξάδνπλ πςειά επίπεδα ηεινκεξάζεο. 
Πνιιέο έξεπλεο πνπ ζηε ζελέρεηα νδήγεζαλ ζε θιηληθέο κειέηεο έδεημαλ όηη ηα MSCs  κπνξνύλ λα 
βειηηώζνπλ ηελ νζηεναξζξηηηθή άξζξσζε. Μεηνλέθηεκα ηεο κεζόδνπ είλαη όηη ηα ρνλδξνθύηηαξα 
πξνεξρόκελα από MSCs απνθηνύλ ηνλ ππεξηξνθηθό θαηλόηππν. Μειέηεο πνπ έρνπλ 
πξαγκαηνπνηεζεί κέρξη ζήκεξα έρνπλ δείμεη πσο ηα ρνλδξνθύηηαξα κπνξνύλ λα απνηειέζνπλ πεγή 
γηα ηελ παξαγσγή iPSCs θαη ηελ αλάπιαζε ηεο άξζξσζεο θαη όηη ηα iPSCs κπνξνύλ λα 
δηαθνξνπνηεζνύλ κε επηηπρία ζε ρνλδξνθύηηαξα. Η δηαδηθαζία κε ην κεγαιύηεξν πνζνηό επηηπρίαο 
πεξηιακβάλεη ηε κεηαηξνπή ησλ iPSCs πξνεξρόκελσλ από ην κπειό ησλ νζηώλ ζε κεζεγρπκαηηθά 
θαη ζηε ζπλέρεηα ζε ρνλδξνθύηηαξα. Δπίζεο έρεη πξαγκαηνπνηεζεί ε επηηπρήο παξαγσγή iPSCs 
πξνεξρόκελσλ από αζζελείο κε ΟΑ, ηα νπνία εκθάληζαλ δπλακηθό δηαθνξνπνίεζεο αλάινγν ησλ 
άιισλ βιαζηνθπηηάξσλ. 
   ΢ηε ζπγθεθξηκέλε εξγαζία κειεηήζεθε ε έθθξαζε ηνπ MMP-13 θαη ηνπ COL10,, ηνπ  RUNX2  
θαη ηνπ SOX-9,  ηα νπνία είλαη δείθηεο ηνπ θαηαβνιηζκνύ, ηεο ρνλδξνγέλεζεο θαη ηνπ 
αλαβνιηζκνύ αληίζηνηρα. ΢ε ππεξηξνθηθά ρνλδξνθύηηαξα , ζε αληίζεζε κε ηα θπζηνινγηθά, ηα 
επίπεδα ηνπ MMP-13, ηνπ COL10,, ηνπ  RUNX2  είλαη απμεκέλα, ελώ ηα επίπεδα ηνπ SOX-9 
δηαηεξνύληαη πςειά ζηα θπζηνινγηθά ρνλδξνθύηηαξα. 
Σα θύηηαξα θαιιηεξγήζεθαλ θαη από ηηο θπηηαξνθαιιηέξγεηαο απνκνλώζεθε RNA. Σν RNA 
ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηε κειέηε ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ ησλ MMP-13, ηνπ SOX-9, 
ηνπ RUNX2 ηνπ COL10, κε ηελ ηερληθή ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο ηεο πνιπκεξάζεο 
πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ (RT-PCR). Σα ρνλδξνθύηηαξα πξνεξρόκελα από hiPSCs παξνπζηάδνπλ 
ρακειόηεξα επίπεδα έθθξαζεο ησλ κνξίσλ-δεηθηώλ ηεο ππεξηξνθίαο (ΜΜΡ-13, θνιιαγόλν Υ θαη 
Runx-2 ) ζε ζρέζε κε εθείλα ησλ ρνλδξνθπηηάξσλ πνπ πξνήιζαλ από κεζεγρπκαηηθά 
βιαζηνθύηηαξα θαη απμεκέλα επίπεδα έθθξαζεο ηνπ δείθηε  SOX-9.  Με βάζε ηα απνηειέζκαηα 
πξνθύπηεη ην ζπκπέξαζκα όηη ηα  hiPSCs ίζσο απνηεινύλ θαιύηεξε πεγή ρνλδξνθπηηάξσλ ζε 
ζρέζε κε ηα κεζεγρπκαηηθά βιαζηνθύηηαξα θαη είλαη αλαγθαία ε πεξαηηέξσ δηεξεύλεζε ησλ 
δηαθνξώλ απηώλ. 
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ABSTRACT 
 
Osteoarthritis is the most common type of arthritis in the modern countries and one of the one of the 
leading causes of disability among adults. OA basic characteristic is the gradual  degradation of 
articular cartilage. Among the causes of OA are the gender, obesity, injyries in the area of the joints 
and genetic background. The degradation of articular cartilage happens due to the loss of balance of 
normal metabolism of the chondrocytes, the only cell type resident in the articular cartilage. As a 
result of this imbalance the catabolic events outnumber anabolism, through the increase of the 
production of MMP-13, ADAMTS-5 and similar molecules, leading to the degradation of basic 
components of ECM such as Collagen 2A and aggregans followed by their replacement by others 
such as collagen X. It is also known that the change of phenotype of chondrocytes  through 
transcriptional factors (eg SOX-9 and RUNX-2) and multiple signaling pathways plays a crucial 
role in OA. 
Lately, an increasing number of scientific groups focuses on the use of stem cells for the 
reconstruction of articular cartilage. Stem cells are divided into two large groups: a) adult stem 
cells, which are multipotent and localize in several points of the human body during adult life and 
b) embryonic stem cells that are totipotent and can be found early in embryogenesis. 
Adult stem cells can sudiivided into two categories based on their potential for differentiation, 
heamopoetic and mesenchymal stem cells (MSCs).  MSCs can give rise to osteogenic, 
chondrogenic ang adipogenic cell lines. An important advantage is the fact that they can be easily 
isolated and have not been related to oncogenesis. Nevertheless their low potential for self renewal 
and their age-related decrease of the potential of differentiation are major drawbacks in their use for 
medical engineering. In embryonic stem cells, apart from the cells obtaind from the blastocyst, 
belong also the induced pluripotent stem cells (iPSCs). These cells are generated from adult cells 
with the use of the injection of 2 transcriptional factors (Oct4 θαη Sox2) and 2 oncogenes (c-Myc 
and Klf-4), the adult cells are reprogrammed and finally obtain the features of embryonic stem cells 
having also the ability to differentiate to all cell types. iPSCs are considered to be ideal candidates 
for therapeutical use since they do not cause immune-reaction, can be from autologous source and 
are able of infinite proliferation.  
According to several clinical studies it seems that the use of MSCs can indeed improve the 
osteoarthritic articular cartilage. The major problem is that the chondrocytres coming from MSCS 
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have the tendency to became hypertrophic. On the other hand, several studies have resulted in the 
fact that chondrocytes can be a real good source for the regeneration of the joint. The most viable 
solution is reprogramming adult sells to iPSCs , then to MSCs and finally to chondrocytes and not 
directly to chondrocytes. There has been alsa successful iPSCs production from cells obtained by 
OA patients. 
In this project it has been studied the expression of MMP-13 and of COL10, of RUX2 and of SOX-
9, which are indicators of catabolism, chondrogenesis and anabolism respectively. 
It is known that in hypertrophic chondrocytes, in contrast to the normal ones, the levels of MMP-13, 
COL10 and RUNX2 are elevated. On the contrary the levels of SOX-9 are higher in the normal 
chondrotypes that in the hypertrophic ones.  The cells (MSCs, Chondrocytes-MSCs, iPSCs, 
Chondrocytes- iPSCs) have come from healthy donors (n=4) and have been cultured for one 
passage and then RNA was isolated, which was used for the detection of the expression levels of 
the following genes: MMP-13, SOX-9, RUNX-2, COL10.  
According to the results of real time PCR, it seems that chondrocytes produced by iPSCS have 
lower expression of the hypertrophic indicators (MMP-13, RUNX-2, COL10) compared to the ones 
coming from MSCs. On the contrary, Chondrocytes coming from iPSCs have higher levels of SOX-
9.  Based on the results, the conclusion is that iPSCs are possibly a better source for chondrocytes 
production and it is essential to have more research towards this direction.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΠΡΩΣΟ 
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1.1. ΑΡΘΡΙΚΟ΢ ΦΟΝΔΡΟ΢ 
1.1.1. Φυςιολογική Δομή  
 
Ο αξζξηθόο ρόλδξνο είλαη έλαο εμεηδηθεπκέλνο ηζηόο πνπ ζρεκαηίδεη ηε ιεία θαη νιηζζεξή 
επηθάλεηα ησλ δηαξζξηθώλ αξζξώζεσλ. Δίλαη έλαο ηζηόο ρσξίο αγγεία θαη κε απνπζία λεπξώλ θαη 
ιέκθνπ, ν νπνίνο ζπληίζεηαη από ηα αξαηά θαηαλεκεκέλα ζε απηόλ ρνλδξνθύηηαξα, πνπ απνηεινύλ 
θαη ην κνλαδηθό  θπηηαξηθό πιεζπζκό ζηνλ αξζξηθό ρόλδξν. Πξνέξρεηαη από ηνλ παιώδε ρόλδξν 
θαηά ηε δεκηνπξγία ηεο αλαπηπμηαθήο πιάθαο θαη αληηπξνζσπεύεη ην κόλν θαηάινηπν απηήο πνπ  
ζπλαληάηαη ζηελ ελήιηθε δσή. (C. Anthony Poole, J. Anat. (1997) 191 pp. 1–13) 
Ο ρόλδξνο απνηειείηαη από ηελ εμσθπηηάξηα νπζία θαη από ηα ρνλδξνθύηηαξα. Η εμσθπηηάξηα 
νπζία είλαη έλα δίθηπν πνπ απνηειείηαη απν θνιιαγόλν ηύπνπ 2 θαη ζε κηθξόηεξε πνζόηεηα από 
άιινπο ηύπνπο θνιιαγόλνπ, κε βαζηθόηεξνπο ην θνιιαγόλν ηύπνπ IX θαη ηύπνπ XI. Σν θνιιαγόλν 
ηύπνπVI έρεη εληνπηζηεί κόλν ζηελ πεξηθπηηάξηα νπζία, ε νπνία πεξηβάιιεη άκεζα ην 
ρνλδξνθύηηαξν. (Mary B.Goldring and Steven Goldring,J. Cell. Physiol.(2007) 213: 626–634) 
Με βάζε ηε ζύλζεζή ηνπ δνκείηαη ζε ηέζζεξα νξηδόληηα ζηξώκαηα: ην επηθαλεηαθό, ην κεζαίν, ην 
βαζύ θαη ην αζβεζηνπνηεκέλν ζηξώκα. (C. Anthony Poole, J. Anat. (1997) 191 pp. 1–13). Σν θάζε 
ζηξώκα δηαθέξεη από ην άιιν σο πξνο ηε ζύζηαζή ηνπ ζε θνιιαγόλν ηύπνπ ΙΙ θαη ζε 
πξσηενγιπθάλεο, θαζώο θαη σο πξνο ην ζρήκα θαη ηελ ηνπνζέηεζε ησλ ρνλδξνθπηηάξσλ ζε απηό. 
΢ηελ επηθαλεηαθή δώλε, νη ίλεο θνιιαγόλνπ ΙΙ θαη ΙΥ βξίζθνληαη παθεηαξηζκέλεο ζθηρηά θαη 
επζπγξακκηζκέλεο παξάιιεια κε ηελ αξζξηθή επηθάλεηα θαη ππάξρεη κεγάινο αξηζκόο 
πεπιαηπζκέλσλ ρνλδξνθπηηάξσλ. Ακέζσο κεηά ηελ επηθαλεηαθή δώλε, αθνινπζεί ε κεζαία δώλε, 
πνπ πεξηέρεη πξσηενγιπθάλεο θαη παρύηεξεο ίλεο θνιιαγόλνπ. ΢ην ζηξώκα απηό ην θνιιαγόλν 
είλαη νξγαλσκέλν ινμά θαη ηα ρνλδξνθύηηαξα είλαη ζθαηξηθά θαη ζε κηθξόηεξε ππθλόηεηα. Η ―ελ 
ησ βάζεη‖ ή βαζεηά δώλε έρεη ηε κεγαιύηεξε ζπγθέληξσζε ζε πξσηενγιπθάλεο θαη νη ίλεο 
θνιιαγόλνπ έρνπλ κεγαιύηεξε δηάκεηξν θαη είλαη νξγαλσκέλεο θάζεηα ζηελ επηθάλεηα ηεο 
άξζξσζεο θαη θαηαλεκεκέλεο αθηηλσηά..  ΢ηε δώλε απηή, παξαηεξείηαη πνιύ ρακειή ζπγθέληξσζε 
λεξνύ, ελώ ηα ρνλδξνθύηηαξα ζπλαληώληαη ζε ζηήιεο παξάιιεια κε ηηο ίλεο θνιιαγόλνπ θαη 
θάζεηα ζηε γξακκή ηεο άξζξσζεο. (Alice J. Sophia Fox et al, Sports Health (2009 Nov); 1(6): 461–
468 ). Ο αζβεζηνπνηεκέλνο ρόλδξνο είλαη ε ελδάκεζε επηθάλεηα κεηαμύ ηνπ κε αζβεζηνπνηεκέλνπ 
ρόλδξνπ θαη ηνπ νζηνύ θαη έρεη κνλαδηθή ζύλζεζε εμσθπηηάξηαο νπζίαο, κε ηα ρνλδξνθύηηαξά ηνπ 
λα εθθξάδνπλ δείθηεο ππεξηξνθίαο θαη λα παξνπζηάδνπλ αγγείσζε θαη λεύξσζε πξνεξρόκελε από 
ην ππνρόλδξην νζηό, πνπ ζρεηίδεηαη κε ηελ αύμεζε ηεο ειηθίαο. (Mary B. Goldring, Ther Adv 
Musculoskelet Dis. 2012 August; 4(4): 269–285 ). 
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Σαπηόρξνλα κε ηνλ νξηδόληην δηαρσξηζκό ηνπ 
αξζξηθνύ ρόλδξνπ ππάξρεη θαη  πεξηθεξεηαθή 
δηαθνξνπνίεζε ησλ ζπζηαηηθώλ ηνπ ζε πεξηθπηηάξην, 
ηνπηθό θαη δηαηνπηθό ζηξώκα πνπ πεξηβάιιεη θάζε 
ρνλδξνθύηαξν. Η πεξηθπηηάξηα νπζία είλαη 
εκπινπηηζκέλε κε πξσηενγιπθάλεο παινπξνληθό θαη 
κηα πνηθηιία γιπθνπξσηεηλώλ ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ 
ηεο ζπλδεηηθήο πξσηείλεο,  ηεο θηκπξνλεθηίλεο θαη 
ηεο ιακηλίλεο. Η θαηαλνκή θαη νξγάλσζε  ηνπ θνιιαγόλνπ είλαη δηαθνξνπνηεκέλε κέζα ζε απηέο 
ηηο ηξεηο νκόθεληξεο ππνδηαηξέζεηο. Πιεζηέζηεξα ζην θύηηαξν ιεπηέο ίλεο θνιιαγόλνπ 
δεκηνπξγνύλ έλα ζθηρηό δίθηπν, ππθλά ζπκπηεζκέλν ζην πεξίβιεκα θάζε ρνλδξνθπηηάξνπ, ελώ 
παρύηεξεο ίλεο ζηνλ πεξηθεξεηαθό πκέλα δηακνξθώλνπλ αθηηλσηέο δέζκεο ρσξηζκέλεο από 
πεξηνρέο πινύζηεο ζε πξσηενγιπθάλεο. Οη κεγαιύηεξεο ίλεο θνιιαγόλνπ θπξηαξρνύλ ζηελ έζσ 
δηαηνπηθή πεξηνρή, όπνπ ε ζπκππθλσκέλε θαη αθηηλσηή νξγάλσζή ηνπο νξίδεη ηηο θιαζζηθέο  
―ζηνέο θνιιαγόλνπ‖. (C. Anthony Poole, J. Anat. (1997) 191 pp. 1–13) 
 
1.1.2. Αρθρικόσ χόνδροσ ςτην Οςτεοαρθρίτιδα 
 
Πνιιέο έξεπλεο έρνπλ δηεμαρζεί κε ζθνπό ηελ θαηαλόεζε ηνπ κεραληζκνύ κε ηνλ νπνίν ε 
ηζνξξνπία ηεο νκνηόζηαζεο ηνπ πγηνύο ρόλδξνπ δηαηαξάζζεηαη θαη νδεγεί ζηελ εθδήισζε ηεο ΟΑ. 
Έρεη απνδεηρζεί πσο πθίζηαηαη άκεζε ζρέζε κεηαμύ ηεο βιάβεο ζην ρόλδξν κε ηελ απμεκέλε 
παξαγσγή κεηαιινπξσηεηλαζώλ (MMPs), όπσο MMP-1, MMP-3, MMP-8, MMP-13, θαη  
αγθξεθαλαζώλ, ηδηαίηεξα ηεο ADAMTS-5.(Cawston and Wilson, 2006; Plaas et al., 2007).  
Η πξσηενιπηηθή απνδόκεζε  ησλ πξσηεηλώλ ηεο εμσθπηηάξηαο νπζίαο ζέηεη ζε θίλδπλν ηηο θπζηθέο 
ηδηόηεηεο ηνπ ρόλδξνπ ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο ειαζηηθόηεηάο ηνπ, ηεο αληνρήο ζηελ πίεζε θαη 
ηεο δύλακεο γηα έθηαζε. Γύν πξσηείλεο ―θιεηδία ― πνπ απνηεινύλ ζηόρν ησλ ελδύκσλ απνδόκεζεο 
είλαη ην θνιιαγόλν ηύπνπ ΙΙ θαη κηα πξσηενγιπθάλε, ε αγθξεθάλε, ηα βαζηθά ζπζηαηηθά ηεο 
εμσθπηηάξηαο νπζίαο. Σν θνιιαγόλν ηύπνπ ΙΙ είλαη βαζηθό ππόζηξσκα ηεο MMP- 13, ελώ ε 
αγθξεθάλε είλαη κηα πξσηενγιπθάλε κε  αιπζίδεο γιπθνδακηλνγιπθαλώλ, πνπ απνδνκείηαη από ηηο 
αγθξεθαλάζεο ηεο νηθνγέλεηαο ησλ ADAMTS, ADAMTS4 θαη 5. Μέρξη ηελ πιεξε απνδόκεζε  
ηνπ πξσηενγιπθαληθνύ πεξηβιήκαηνο, ην δίθηπν θνιιαγόλνπ πξνζηαηεύεηαη από ηε δξάζε ησλ 
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θνιιαγελαζώλ, MMP-1 θαη MMP-13.  Όηαλ αξρίζεη όκσο ε  απνδόκεζε  ηνπ δηθηύνπ ηνπ 
θνιιαγόλνπ ηόηε απηό απνηειεί ζαθή έλδεημε εμέιημεο ηεο απνδόκεζεο ηνπ ρόλδξνπ. (Ther Adv 
Musculoskelet Dis. 2012 August; 4(4): 269–285.) 
 
 
1.2.ΦΟΝΔΡΟΚΤΣΣΑΡΑ 
1.2.1. Λειτουργία των χονδροκυττάρων και δομή 
 
Σα ρνλδξνθύηηαξα είλαη ν κνλαδηθόο ηύπνο θπηηάξσλ ζηνλ αξζξηθό ρόλδξν, ηα νπνία παξάγνπλ 
θαη δηαηεξνύλ ηελ εμσθπηηάξηα νπζία. Σα ρνλδξνθύηηαξα είλαη θύηηαξα πιήξσο δηαθνξνπνηεκέλα 
θαη έρνπλ ελεξγό θαη θεληξηθό ξόιν ζηελ ελδνρόλδξηα νζηενπνίεζε θαζνξίδνληαο ην ξπζκό ηεο 
αλάπηπμεο ηνπ νζηνύ. (TheLinh T. T. Le et al. ARTHRITIS & RHEUMATISM, (August 2013) Vol. 
65, No. 8, , pp 1963–1974) 
Σα ρνλδξνθύηηηαξα ζηνλ αξζξηθό ρόλδξν βξίζθνληαη ζε έλα δπλακηθό θαη  πνιύπινθν πεξηβάιινλ 
πνπ δεκηνπξγείηαη σο απνηέιεζκα ζπκπίεζεο, δηαηκεηηθήο ηάζεο, πδξνζηαηηθήο πίεζεο, σζκσηηθήο 
πίεζεο θαη έληνλεο έθηαζεο. Η βαζηθή ιεηηνπξγία ηνπ ηζηνύ, δειαδή ε αληνρή ζηελ πίεζε 
νθείιεηαη ζηελ εμσθπηηάξηα νπζία (ECM).  Κάησ από θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο, ηα ρνλδξνθύηηαξα, 
βξίζθνληαη ζε θαηάζηαζε εξεκίαο θαη βαζηθή ηνπο ιεηηνπξγία είλαη λα δηαηεξνύλ ζε θπζηνινγηθά 
επίπεδα ηελ παξαγσγή ζπζηαηηθώλ ηεο εμσθπηηάξηαο νπζίαο.  (Cheng Chen et al., American 
Journal of Physiology - Cell Physiology(2013), Vol. 305 no. 12)   
Η ζύλζεζε ησλ ζπζηαηηθώλ ηεο εμσθπηηάξηαο νπζίαο ζηηο δηάθνξεο δώλεο ηνπ αξζξηθνύ ρόλδξνπ 
ειέγρεηαη από παξαθξηλείο θαη απηνθξηλείο παξάγνληεο, αιιά θαη από ην κηθξνπεξηβάιινλ ηεο 
εμσθπηηάξηαο νπζίαο. ΢ε απηνύο ηνπο παξάγνληεο αλήθνπλ νη PTHrp, TGFβ νηθνγέλεηα. Indian 
hedgehog, FGFs θαη νη Wnts θαη απνξξύζκηζε απηώλ ησλ ζεκαηνδνηηθώλ κνλνπαηηώλ κπνξεί λα 
νδεγήζεη ζε αιιαγή ηνπ θπζηνινγηθνύ θαηλνηύπνπ ησλ ρνλδξνθπηηάξσλ, κε επαθόινπζν ην 
ζηαδηαθό εθθπιηζκό ηνπ αξζξηθνύ ρόλδξνπ.  
΢εκαληηθόο παξάγνληαο ξύζκηζεο ηεο έθθξαζεο ησλ παξαγόλησλ νη νπνίνη δηαηεξνύλ ηνλ 
θπζηνινγηθό θαηλόηππν ησλ ρνλδξνθπηηάξσλ είλαη ν κεηαγξαθηθόο παξάγνληαο SOX9. Καηά ην 
ζρεκαηηζκό ηνπ αξζξηθνύ ρόλδξνπ, ν κεηαγξαθηθόο παξάγνληαο SOX9 έρεη πςειά επίπεδα 
έθθξαζεο θαη είλαη απαξαίηεηνο γηα ηε δεκηνπξγία ζπζζσκαησκάησλ θαη γηα ηε δηαθνξνπνίεζε 
ησλ κεζεγρπκαηηθώλ θπηηάξσλ. ΢ηα αξρηθά ζηάδηα ηεο ρνλδξνγέλεζεο, ν SOX9 αιιειεπηδξώληαο 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
26/03/2018 13:04:46 EEST - 137.108.70.6
                                                                    13 
 
άκεζα κε ηνπο SOX5 θαη SOX6, ελεξγνπνηεί ηε κεηαγξαθή πνιιώλ γνληδίσλ  ραξαθηεξηζηηθώλ ηεο 
ECM ηνπ αξζξηθνύ ρόλδξνπ, όπσο ησλ COL2A1, ACAN, θαη COMP, πνπ θσδηθνπνηνύλ πξσηείλεο 
ραξαθηεξηζηηθέο ηεο εμσθπηηάξηαο νπζίαο θαη ηνπ θαηλνηύπνπ ησλ ρνλδξνθπηηάξσλ ζηνλ αξζξηθό 
ρόλδξν. (Yokoyama, et al, ARTHRITIS & RHEUMATOLOGY (2015), Vol. 67,, pp 302–314) 
Παξάιιεια κε ηελ ελεξγνπνίεζε γνληδίσλ πνπ δηαηεξνύλ ην θπζηνινγηθό θαηλόηππν ησλ 
ρνλδξνθπηηάξσλ, ν Sox9  θαηαζηέιιεη άκεζα ηελ έθθξαζε ηνπ  Col10a1. (Alice Jo et al, Genes 
Dis. (2014), 1(2):149-161). 
 
Με δεδνκέλν όηη ε ρνλδξνγέλεζε πεξηιακβάλεη ηε δηαθνξνπνίεζε κεζεγρπκαηηθώλ θπηηάξσλ ζε 
ρνλδξνθύηηαξα δηαδηαθαζία θαηά ηελ νπνία θαηαιπηηθό ξόιν παίδνπλ ηα miRNAs, κηα ζεηξά 
κειεηώλ  θάπνηεο έξεπλεο πξνζαλαηνιίζηεθαλ ζηελ ηαπηνπνίεζε ύπαξμεο  miRNAs ηα νπνία 
ζπκκεηέρνπλ ζηε δηαδηθαζία ηεο ρνλδξνγέλεζεο. Σν miR-140 είλαη ζεηηθόο ξπζκηζηήο ηεο 
ρνλδξνγέλεζεο θαηά ηελ θξαληνεγθεθαιηθή αλάπηπμε θαη ηελ ελδνρόλδξηα νζηενπνίεζε ζε 
πνληηθνύο κέζσ θαηαζηνιήο ησλ ζεκαηνδνηηθώλ κνλνπαηηώλ ηνπ HDAC4 θαη ηνπ BMP, ηα νπνία  
ζπλεηζθέξνπλ θαη ζηελ ππεξηξνθία ησλ ρνλδξνθπηηάξσλ θαη ζηε δηαθνξνπνίεζε ησλ 
νζηενβιαζηώλ. Η δηαθνξνπνίεζε ησλ ρνλδξνθπηηάξσλ από ηα MSCs κπνξεί λα ξπζκηζηεί 
αξλεηηθά από ηα miR-449, ην νπνίν έρεη σο ζηόρν ηνλ LEF-1, πνπ είλαη βαζηθόο κεηαγξαθηθόο 
παξάγνλαηο ηνπ Wnt-κνλνπαηηνύ. ΢ηα MSCs πνπ παξαηεξείηαη αλαζηνιή ηνπ  LEF-1 από ην  miR-
449, παξαηεξείηαη επίζεο κεησκέλε έθθξαζε δείθηώλ ραξαθηεξηζηηθώλ ησλ ρνλδξνθπηηάξσλ, 
όπσο ην Col2a1 θαη ην SOX-9, θαη κείσζε ηεο παξαγσγήο πξσηενγιπθαλώλ. ΢πλεπώο, είλαη πηζαλή 
ε ελίζρπζε ηεο ρνλδξνγέλεζεο κε ηε θαηαζηνιή ηνπ miR-449 ζηα θύηηαξα ζηόρν, ζηνηρείν πνπ 
απνηειεί αληηθείκελν πεξαηηέξσ κειέηεο. ΢ε κηα άιιε έξεπλα αλαθέξζεθε πσο ε κείσζε ηνπ miR-
29a είλαη απαξαίηεηε γηα ηελ επηηπρή  δηαθνξνπνίεζε ησλ MSCs ζε ρνλδξνθύηηαξα. (S.-G. Ong, et 
al., Adv. Drug Deliv. Rev. (2015)) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
26/03/2018 13:04:46 EEST - 137.108.70.6
                                                                    14 
 
1.2.2. Υπερτροφικόσ φαινότυποσ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Δηθόλα 2 (Signaling pathways in Cartilage repair) 
 
Καηά ηε γήξαλζε, ζηηο εθθπιηζηηθέο αζζέλεηεο ηεο άξζξσζεο θαη ζηνπο ηξαπκαηηζκνύο ηνπ 
ρόλδξνπ ε νκνηνζηαζία δηαηαξάζζεηαη θαη ελεξγνπνηνύληαη ηα θαηαβνιηθά ζεκαηνδνηηθά 
κνλνπάηηα.  Έλα θαζνιηθό νξόζεκν ηνπ εθθπιηζκέλνπ ρόλδξνπ είλαη ε αιιαγή ζηε θαηάζηαζε 
δηαθνξνπνίεζεο ησλ ρνλδξνθπηηάξσλ, όπνπ ν θαηλόηππνο ησλ ρνλδξνθπηηάξσλ κεηαηξέπεηαη ζε 
ππεξηξνθηθό, πξνζνκνηάδνληαο ηα γεγνλόηα πνπ ζπκβαίλνπλ ζηελ απμεηηθή πιάθα θαηά ηελ 
ελδνρόλδξηα νζηενπνίεζε. (Erminia Mariani et al., Int J Mol Sci. May 2014; 15(5): 8667–8698.) 
Σα ρνλδξνθύηηαξα από αζζελείο κε ΟΑ παξνπζηάδνπλ ―θαηλνηππηθή πιαζηηθόηεηα‖ παξόκνηα κε 
απηή ησλ κεζεγρπκαηηθώλ θπηηάξσλ πνπ ππόθεηληαη ρνλδξνγέλεζε επαλαθέξνληαο 
ραξαθηεξηζηηθά ηεο ππεξηξνθίαο ησλ ρνλδξνθπηηάξσλ (Mary B. Goldring, Ther Adv 
Musculoskelet Dis. 2012 August; 4(4): 269–285 ). 
Σα νζηεναξζξηηηθά ρνλδξνθύηηαξα εκθαλίδνπλ ηα ραξαθηεξηζηηθά ηνπ θπηηαξηθνύ 
πνιιαπιαζηαζκνύ, ην ζρεκαηηζκό ζπζζσκαησκάησλ θαη απμεκέλε παξαγσγή ηόζν πξσηεηλώλ ηεο 
εμσθπηηάξηαο νπζίαο, όζν θαη πξσηεηλώλ πνπ ηελ απνδνκνύλ. Υαξαθηεξίδνληαη αθελόο από ηελ 
έθθξαζε ηειηθώλ δεηθηώλ δηαθνξνπνίεζεο ζε ππεξηξνθηθά, όπσο ν Runt-ζρεηηδόκελνο 
κεηαγξαθηθόο παξάγνληαο 2 (RUNX-2) θαη ην θνιιαγόλν Υ θαη αθεηέξνπ από ηελ έθθξαζε 
θαηαβνιηθώλ κνξίσλ πνπ πξνθαινύλ απνδόκεζε ηεο εμσθπηηάξηαο νπζίαο, όπσο ε ΜΜΡ-13. 
Σαπηόρξνλα ν πξνζηαηεπηηθόο κεραληζκόο ηνπ ρόλδξνπ,  κε ηε ζπκκεηνρή ηνπ Dickkopf (Dkk-1) 
πνπ θαηαζηέιιεη ην κνλνπάηη ζεκαηνδόηεζεο ηνπ Wnt, κεηώλεη ηελ έθθξαζε γνληδίσλ ζρεηηθώλ κε 
ηνλ ππεξηξνθηθό θαηλόηππν ησλ ρνλδξνθπηηάξσλ.  
Η ηύρε ησλ ρνλδξνθπηηάξσλ, πνπ παξακέλνπλ ζηνλ ρόλδξν ή ππνβάιινληαη ζε σξίκαλζε πξνο 
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ππεξηξνθηθά πξηλ ηελ νζηενπνίεζε, θαζνξίδεηαη από ηελ αιιειεπίδξαζε ησλ ζεκαηνδνηηθώλ 
κνλνπαηηώλ ησλ FGF, TGF-β, BMP  θαη Wnt. ΢πγθεθξηκέλα, ε ζεκαηνδόηεζε ηνπ  FGF  
επηηαρύλεη ηελ ηειηθή ππεξηξνθηθή δηαθνξνπνίεζε, ελώ νη BMPs θαίλεηαη πσο απνηεινύλ 
αλαζηαιηηθνύο παξάγνληεο ζηε δηαδηθαζία. Γηα ην ιόγν απηό ε ζεκαηνδόηεζε ησλ FGF θαη  BMP 
δξα αληαγσληζηηθά θαη ξπζκίδεη αξλεηηθά ηελ έθθξαζε ηνπ  Ihh. Η έθθξαζε ηνπ Wnt/β-catenin 
ξπζκίδεη αξλεηηθά ηνλ NF-Β, ελώ αληίζεηα ην θαλνληθό κνλνπάηη ηνπ  Wnt νδεγεί ζηε 
ζεκαηνδόηεζε ησλ TGF-β/BMP πξνο ηα   Alk1, Smad 1-5-8.  Σν κνλνπάηη Wnt/β-catenin 
αιιειεπηδξά κε ηε ζεκαηνδόηεζε ηνπ Ihh θαη όια απηά ηα κνλνπάηηα ζπγθιίλνπλ ζηελ 
ελεξγνπνίεζε ηνπ RUNX-2 θαη ζηελ έθθξαζε ηνπ θαζνδηθώλ γνληδίσλ ζηόρσλ (MMP13, MMP3, 
and Collagen X),  πξνσζώληαο ηνλ ππεξηξνθηθό θαηλόηππν ησλ ρνλδξνθπηηάξσλ  
Πνιιέο έξεπλεο ηαπηνπνηήζαλ πνιπκνξθηζκνύο θαη κεηαιιάμεηο ζε γνλίδηα πνπ θσδηθνπνηνύλ 
κόξηα ηεο ECM θαη κόξηα πνπ ζπκκεηέρνπλ ζε ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα ηεο δηαθνξνπνίεζεο ησλ 
ρνλδξνθπηηάξσλ όπσο ηα  GDF-5, asporin, secreted frizzled-related protein 3, deiodinase 2, Smad3 
θαη  ηα ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα  ησλ TGFβ, BMP θαηWnt. Δπίζεο, επηγελεηηθνί κεραληζκνί όπσο 
κεζπιίσζε ηνπ DNA, αιιαγέο ζηε δηακόξθσζε ησλ ηζηνλώλ θαη ζηε δνκή ηεο ρξσκαηίλεο, αιιά 
θαη microRNAs θαίλεηαη λα παίδνπλ θύξην ξόιν ζηε δηαθνξνπνηεκέλε έθθξαζε γνληδίσλ ζηνλ ΟΑ 
ρόλδξν(Erminia Mariani et al., Int J Mol Sci. (2014); 15(5): 8667–8698) 
1.2.3 Ενδοχόνδρια Οςτεοποίηςη 
 
 
Η ελδνρόλδξηα νζηενπνίεζε είλαη κηα θπζηνινγηθή δηαδηθαζία πνπ πξαγκαηνπνηείηαη ζηα πξώηα 
ζηάδηα ηεο αλάπηπμεο, αξρίδνληαο ζην δεύηεξν κήλα θαη κε ηελ νπνία  ζρεκαηίδνληαη όια ηα νζηά 
θάησ από ηε βάζε ηνπ θξαλίνπ, κε ην νζηό λα αλαπηύζζεηαη  από ηνλ παιώδε ρόλδξν. Η 
δηαδηθαζία μεθηλά κε ην ζρεκαηηζκό ηνπ νζηηθνύ θνιάξνπ γύξσ από ηελ δηάθπζε από 
νζηενβιάζηεο πνπ βξίζθνληαη εζσηεξηθά ηνπ πεξηόζηενπ θαη απνηεινύλ ην πξσηνγελέο θέληξν 
νζηενπνίεζεο . ΢ηε ζπλέρεηα ν ρόλδξνο αζβεζηνπνηείηαη ζηα πξσηνγελή θέληξα νζηενπνίεζεο, 
όπνπ κε ηελ απόπησζε ησλ θπηηάξσλ ζρεκαηίδνληαη θνηιόηεηεο νη νπνίεο πξνζθέξνπλ ζηελ 
θαηαζθεπή ζηαζεξόηεηα, ελώ ζε άιια ζεκεία ν ρόλδξνο απμάλεηαη. Αθνινύζσο ζρεκαηίδεηαη  
ζπνγγώδεο νζηό ζηηο θνηιόηεηεο όπνπ πξαγκαηνπνηέηηαη πεξηνζηεηθόο ελνθζαικηζκόο κε εηζβνιή 
αγγείσλ, λεύξσλ, ιεκθνθπηηάξσλ. ΢ην επόκελν ζηάδην παξαηεξείηαη ν ζρεκαηηζκόο ηεο 
θνηιόηεηαο ηνπ κπεινύ ησλ νζηώλ θαη παξάιιεια ζηηο επηθύζεηο δεκηνπξγνύληαη ηα δεπηεξνγελή 
θέληξα νζηενπνίεζεο. Η δηαδηθαζία νινθιεξώλεηαη κε ην ζρεκαηηζκό ζπνγγώδνπο νζηνύ ζηα 
δεπηεξνγελή θέληξα νζηενπνίεζεο αθήλνληαο ζην ηέινο κόλν έλα κηθξό θνκκάηη παιώδνπο 
ρόλδξνπ ζην ζεκείν όπνπ βξίζθεηαη ν αξζξηθόο ρόλδξνο θαη ζηε επηθπζηαθή πιάθα.  (Αξρέο 
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θπζηνινγίαο λενζρεκαηηδόκελνπ νζηνύ, Α. Κνπδέιεο MD.,phD) 
Η σξίκαλζε ησλ ρνλδξνθπηηάξσλ ζηελ εκβξπηθή απμεηηθή πιάθα ζρεκαηίδεη δηαθνξεηηθέο δώλεο 
πνιιαπιαζηακνύ, ππεξηξνθίαο θαη ζρεκαηηζκνύ νζηνύ κε δηάηαμε από ηελ επίθπζε πξνο ηελ 
δηάθπζε. Η δηαξθήο πξνώζεζε ησλ θπηηάξσλ από ηε κηά δώλε ζηελ άιιε νδεγεί ζηελ 
αληηθαηάζηαζε ηεο απμεηηθήο πιάθαο θαη ζηελ επηκήθε αύμεζε ηνπ θάζε νζηνύ.  (Fanxin Long 
and David M.Ornitz, Cold Spring Harb Perspect Biol. 2013 Jan; 5). 
 ΢ηε  δηαδηθαζία ηεο ελδνρόλδξηαο νζηενπνίεζεο κηα πιεζώξα ζεκαηνδνηηθώλ κνλνπαηηώλ 
θαζνξίδνπλ ην θαηλόηππν ησλ ρνλδξνθπηηάξσλ. Μεηά ην ζρεκαηηζκό ηνπ πξσηνγελoύο ρόλδξνπ, 
ηα ρνλδξνθύηηαξά ηνπ  πνιιαπιαζηάδνληαη κε γξήγνξν ξπζκό, ώζηε λα αλαπηπρζνύλ όια ηα 
ηκήκαηα ηνπ ζθειεηνύ, θαη ζηαδηαθά σξηκάδνπλ. Αθνινπζεί ε έμνδόο ηνπο από ηνλ θπηηαξηθό 
θύθιν,ε απόθηεζε ηνπ ππεξηξνθηθνύ θαηλνηύπνπ ζπλνδεπόκελε από ηελ έθθξαζε κνξίσλ δεηθηώλ 
όπσο ην θνιιαγόλν X  (Poole 1991) θαη ε MMP13 , θαη ηέινο ε απόπησζή ηνπο. Η δηαδηθαζία 
απηή πξαγκαηνπνηείηαη όηαλ ζηελ νζηεηθή θνηιόηεηα εηζβάιινπλ αγγεία θαη λεύξα θαη ηα έζσ 
θύηηαξα δηαθνξνπνηνύληαη ζε νζηενβιάζηεο πνπ εθθξίλνπλ ηα απαξαίηεηα κόξηα γηα ην 
ζρεκαηηζκό ηνπ νζηηθνύ θνιιάξνπ.  (Caplan and Pechak 1987).  
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1.3.ΒΛΑ΢ΣΟΚΤΣΣΑΡΑ 
1.3.1. Γενικά 
 
Ο αξζξηθόο ρόλδξνο είλαη έλαο ηζηόο πνπ ιόγσ ηεο πεξηνξηζκέλεο ηθαλόηεηαο επηδηόξζσζεο ηνπ 
πνιιέο έξεπλεο έρνπλ ζηξαθεί ζηελ αλαδήηεζε πεγώλ γηα ηελ αλάπιαζή ηνπ. Σα βιαζηνθύηηαξα 
απνηεινύλ κηα ειθπζηηθή ελαιιαθηηθή κεζνδν γηα ζεξαπεία ζε εθθπιηζηηθέο αζζέλεηεο ηνπ 
ρόλδξνπ, όπσο ε νζηεναξζξίηηδα, εμαηηίαο ηελ ζρεηηθήο αθζνλίαο ηνπο θαη ηεο ηθαλόηεηαο ηνπο γηα 
δηαθνξνπνίεζε πξνο ρνλδξνθύηηαξα (ρνλδξνγέλεζε). (Olivia S. Beane1 and Eric M. Darling, Ann 
Biomed Eng. 2012 Oct; 40(10): 2079–2097.) Σα βιαζηνθύηηαξα κε βάζε ην δπλακηθό 
δηαθνξνπνίεζήο ηνπο δηαθξίλνληαη ζε εκβξπηθά βιαζηνθύηηαξα, πνπ είλαη νινδύλακα, θαη ζε 
ελήιηθα βιαζηνθύηηαξα, πνπ είλαη πνιπδύλακα. Μηα θαηεγνξία αθόκε, πνπ νπζηαζηηθά απνηειεί 
ππνθαηεγνξία ησλ ελήιηθσλ βιαζηνθπηηάξσλ είλαη ηα βιαζηνθύηηαξα πνπ απνκνλώλνληαη από ην 
έκβξπν θαηα ηε δηάξθεηα ηεο θύεζεο θαη θαηά ηνλ ηνθεηό. Σέινο, ηα πην πξόζθαηα 
βιαζηνθύηηαξα, ηα επαγόκελα πνιπδύλακα βιαζηνθύηηαξα (iPSCs),πνπ παξνπζηάδνπλ πνιιέο 
νκνηόηεηεο κε ηα εκβξπηθά βιαζηηθά θύηηαξα, θαηαηάζζνληαη ζηελ ίδηα θαηεγνξία κε απηά. 
 
1.3.2.  Ενήλικα βλαςτοκύτταρα 
 
Σα ελήιηθα βιαζηνθύηηαξα απνηεινύλ θπηηαξηθή πεγή γηα ηελ αλάπιαζε ηνπ ρόλδξνπ, ιόγσ ηεο 
πνιπδπλακηθόηεηάο ηνπ, ηεο επθνιίαο απνκόλσζεο ηνπο θαη ηεο δπλαηόηεηαο γηα απηόινγε 
κεηακόζρεπζε, ε νπνία θαη απαιείθεη ηνλ θίλδπλν απόξξηςεο ηνπ κνζρεύκαηνο.  ΢πγθξηλόκελα κε 
άιιεο πεγέο όπσο ηα εκβξπηθά βιαζηνθύηηαξα ή ηα επαγόκελα, ηα ελήιηθα βιαζηνθύηηαξα 
παξνπζηάδνπλ πεξηνξηζκέλε ηθαλόηεηα απηναλαλέσζεο, ελώ ζεκαληηθό κεηνλέθηεκά ηνπο είλαη ην 
γεγνλόο όηη κε ηελ αύμεζε ηεο ειηθίαο παξαηεξείηαη κείσζε ηνπ ξπζκνύ πνιιαπιαζηαζκνύ ηνπο 
θαη ηνπ δπλακηθνύ δηαθνξνπνίεζήο ηνπο. Δπηπξόζζεηα ζε νξηζκέλεο πεξηπηώζεηο έρνπλ εκθαλίζεη 
παξόκνηα ραξαθηεξηζηηθά εθθπιηζκνύ κε ηνπο λνζνύληεο αζζελείο από ηνπο νπνίνπο 
πξνήιζαλ.(Olivia S. Beane1 and Eric M. Darling, Ann Biomed Eng. 2012 Oct; 40(10): 2079–
2097.)   
Σα ελήιηθα βιαζηηθά δηαθξίλνληαη ζε 2 βαζηθέο θαηεγνξίεο, ζηα αηκνπνηεηηθά θαη ζηα 
κεζεγρπκαηηθά, όπνπ ηα πξώηα δηαθνξνπνηνύληαη πξνο θύηηαξα ηνπ αηκνπνηεηηθνύ θαη ηα δεύηεξα 
πνπ ραξαθηεξίδνληαη από ηελ απνπζία αηκνπνηεηηθώλ δείθηώλ (MSCs). Πξώηε θνξά 
πεξηγξάθεθαλ από ηνλ Fridenstein ην 1976, σο θύηηαξα θισληθά, πνπ πξνζθνιιώληαη ζε πιαζηηθό 
θαη σο πεγή γηα ην ζρεκαηηζκό νζηενβιαζηώλ, ιηπνθπηηάξσλ θαη ρνλδξνθπηηάξσλ.  
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
26/03/2018 13:04:46 EEST - 137.108.70.6
                                                                    18 
 
Σα MSCs κπνξνύλ λα απνκνλσζνύλ από πνιιά ζεκεία από ην αλζξώπηλν ζώκα θαη αλάινγα κε ην 
ζεκείν απνκόλσζεο ηνπο έρνπλ θαη δηαθνξεηηθά ραξαθηεξηζηηθά πνπ ηα θαζηζηνύλ πεξηζζόηεξν ή 
ιηγόηεξν θαηάιιεια γηα ηελ αλάπιαζε ηνπ ρόλδξνπ. Τπάξρνπλ MSCs πξνεξρόκελα από ην κπειό 
ησλ νζηώλ (BMSCs)‏, από ην ιηπσδε ηζηό (ASCs)‏, από ην αξζξηθό πγξό (SDSCs)‏ θαη κπηθήο 
πξνέιεπζεο (MDSCs)‏. Σα ASCs είλαη άκεζα δηαζέζηκα ζην ιηπώδε ηζηό, απνκνλώλνληαη εύθνια 
θαη ζε κεγάιε πνζόηεηα θαη παξνπζηάδνπλ θάπνηνπο δείθηεο δηαθνξεηηθνύο ζε ζρέζε κε ηα 
ΒMSCs. Από ηελ άιιε ηα SDSCs ππεξέρνπλ ζε επίπεδν ρνλδξνγελεηηθήο ηθαλόηεηαο θαη 
ηθαλόηεηαο πνιιαπιαζηαζκνύ ζε ζρέζε κε ηνπο ππόινηπνπο ηύπνπο, ελώ ηέινο ηα PBMSCs  
απαληώληαη ζε πνιύ κηθξή πνζόηεηα ζηνλ αξρηθό πιεζπζκό.  
΢ηα ελήιηθα βιαζηηθά θύηηαξα αλήθνπλ επίζεο ηα  εκβξπηθά πνπ πξνέξρνληαη από ην αίκα ηνπ 
νκθάιηνπ ιώξνπ (Wharton's jelly), ηηο ρνξηαθέο ιάρλεο ηνπ πιαθνύληα (PMSCs), ην ακληαθό πγξό 
(AFSCs)‏, ην εκβξπτθό ήπαξ, ηνλ πλεύκνλα θαη ηα λεόγηια δόληηα. (Sylwia Bobis et al., Folia 
Histochemica  at Cytobiologica, Vol 44, No4, 2006 pp 216-130 ). Σα Wharton's jelly 
βιαζηνθύηηαξα, ‏παξόιν πνπ εκθαλίδνπλ αμηνζεκείσηε παξαγσγή κνξίσλ ηεο εμσθπηηάξηαο 
νπζίαο ηνπ ρόλδξνπ, ππάξρνπλ ζε κηθξέο πνζόηεηεο, ελώ ε κειέηε ησλ AFSCs  βξίζθεηαη αθόκα ζε 
πνιύ πξσίκα ζηάδηα. Σέινο ζε όηη αθνξά ζηα PMSCs, έρεη δεηρζεί έσο ηώξα κόλν ε ηθαλόηεηά 
ηνπο γηα ρνλδξνγελεηηθή δηαθνξνπνίεζε.(Olivia S. Beane1 and Eric M. Darling, Ann Biomed Eng. 
2012 Oct; 40(10): 2079–2097.)  
 
 
1.3.3. Μεςεγχυματικά κύτταρα προερχόμενα από τον μυελό των οςτών 
και χονδρογενετική διαφοροποίηςη 
 
Σα κεζεγρπκαηηθά βιαζηνθύηηαξα από ην κπειό ησλ νζηώλ κπνξνύλ λα δηαθνξνπνηεζνύλ ζε  
θύηηαξα ηεο κεζνδεξκηθήο ζεηξάο θαη ελώ παιηόηεξα ππήξρε ε ππόζεζε όηη αλαθύπηεη 
κνλνθισληθόο πιεζπζκόο από έλα θύηηαξν, κε θνηλό θαηλόηππν, πην πξόζθαηα θαηαγξάθεθε ε 
ύπαξμε δπν πιεζπζκώλ,ηα κηθξά κε ηαρύηεξε απηναλαλέσζε θαη ηα κεγάια κε κηθξόηεξν ξπζκό 
απηναλαλέσζεο. Έλαο ηξίηνο πιεζπζκόο πεξηγξάθεθε, ν νπνίνο απνηειείηαη από κηθξά, γξήγνξεο 
απηναλαλέσζεο θύηηαξα κε ηε κεγαιύηεξε δπλακηθή δηαθνξνπνίεζεο. (Sylwia Bobis et al., Folia 
Histochemica  at Cytobiologica, Vol 44, No4, 2006 pp 216-130 ).  
Αξθεηέο έξεπλεο εζηηάδνπλ ζηελ επαγσγή ηεο ρνλδξνγέλλεζεο από ηα θύηηαξα απηά θαη ζηελ 
απαινηθή ησλ πξναλαθεξζέλησλ κεηνλεθηεκάησλ ησλ MSCs γεγνλόο πνπ έρεη νδεγήζεη ζε ζπλερή 
αιιαγή θαη βειηίσζε ησλ ζπλζεθώλ θαιιηέξγεηαο θαη ηνπ ζπλδπαζκνύ παξαγόλησλ πνπ 
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ρξεζηκνπνηνύληαη γηα ηε δηαθνξνπνίεζε ηνπο.  
 
 
 
 
 
΢πλνςίδνληαο, ηα ΒΜ-MSCs είλαη θαιά ραξαθηεξηζκέλα θύηηαξα, έρνπλ κνξθνινγία ηζηνεηδηθή 
θαη ν θίλδπλνο εκθάληζεο ηεξαηώκαηνο είλαη πνιύ ρακειόο. Η απνκόλσζε θαη θαιιηέξγεηά ηνπο 
είλαη ζρεηηθά εύθνιε, δελ πξνθαινύλ ζπρλά αλνζναπόθξηζε θαη κπνξνύλ λα πξνέιζνπλ από ηνλ 
ίδην ηνλ αζζελή. Όκσο, εκθαλίδνπλ ζεκαληηθά κεηνλεθηήκαηα θαη πεξηνξηζκνύο ζηε ρξήζε ηνπο, 
όπσο είλαη ε κηθξή δπλαηόηεηα πνιιαπιαζηαζκνύ, ε πεξηνξηζκέλε ηθαλόηεηα δηαθνξνπνίεζεο, ε 
ηζηνεηδηθόηεηα, ηα ρακειά επίπεδα ηεινκεξάζεο, ε πξόσξε απόπησζε, ε πξόθιεζε ζε θάπνηεο 
πεξηπηώζεηο αλνζναπόθξηζεο θαη ηέινο ε εηεξνγέλεηα ηνπ πιεζπζκνύ, πνπ πεξηγξάθεθε 
πξνεγνπκέλσο. (Ewelina Augustyniak et al., Stem Cells International 
Volume 2013 (2013)) 
΢ηεξηδόκελεο ζηα πιενλεθηήκαηα ησλ BM-MSCs πνιιέο έξεπλεο πξνζαλαηνιίδνληαη ζηελ εύξεζε 
ζεξαπείαο βαζηζκέλεο ζηα κεζεγρπκαηηθά βιαζηνθύηηαξα. Οη Murphy et al. πξόηεηλαλ ηε 
ελδναξζξηθθή εηζαγσγή MSCs σο ζεξαπεία ζε έλα κνληέιν δώσλ OA. Η OA πξνθιήζεθε κε έζσ 
κεληζθεθηνκή θαη πξόηεξε δηαηνκή πξνζζίνπ ρηαζηνύ ζπλδέζκνπ (ACLT) γηα 6 εβδνκάδεο θαη 
εηζήρζεζαλ BM-MSCs κε παινπξνληθό λάηξην. Δίθνζη εβδνκάδεο κεηά ηελ εηζαγσγή ν 
εθθπιηζκόο ηνπ αξζξηθνύ ρόλδξνπ, ν ζρεκαηηζκόο νζηενθύησλ θαη ε πάρπλζε ηνπ ππνρόλδξηνπ 
νζηνύ  κεηώζεθε ζηηο αξζξώζεηο πνπ ππνβιήζεθαλ ζε ζεξαπεία. ΢ε παξόκνηα δηαδηθαζία έγρπζεο  
απηόινγσλ BM-MSCs ζε κνληέιν θνπλειηνύ, ζην νπνίν είρε πξνθιεζεί ΟΑ κε ACLT, ηξεηο έσο 
έμη κήλεο κεηά ηελ έγρπζε, παξαηεξήζεε ζεκαληηθή αλαγέλλεζε ηνπ ρόλδξνπ. ΢ηηο αξζξώζεηο πνπ 
ρνξεγήζεθαλ BM-MSCs απμήζεθε ε έθθξαζε ηνπ θνιιαγόλνπ ηύπνπ ΙΙ θαη ηαπηόρξνλα 
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παξαηεξήζεθαλ κεησκέλα ηα έλδπκα απνδόκεζεο ηνπ ρνλδξνπ, όπσο νη  MMP-1 θαη MMP-3. 
(Grigolo B.et al., Tissue Eng Part C Methods, 2009, 15: 647–658).  Οη επηηπρεκέλεο πξνθιηληθέο 
δνθηκέο νδήγεζαλ ζηελ έλαξμε πνιιώλ θιηληθώλ δνθηκώλ κε απηόινγε κεηακόζρεπζε BΜ-MSCs. 
Σα ππάξρνληα ζηνηρεία ππνδεηθλύνπλ πσο ηα hMSCs επηδηνξζώλνπλ ηνλ ηξαπκαηηζκέλν ρόλδξν 
κέζσ ηεο ελεξγνπνίεζεο ηνπ ζεκαηνδνηηθνύ κνλνπαηηνύ ηνπ Ιndian hedgehog (Horie M et 
al.,Osteoarthr Cartilage, 2012, 20: 1197–1207).  ΢ε  MSCs  από  θπζηνινγηθό ρόλδξν θαη ρόλδξν 
κε ΟΑ  εληνπίζηεθε εθηόο από ην Ιhh,  ε έθθξαζε  ηνπ Notch-1. (Hiraoka K et al.,  Biorheology, 
2006, 43: 447–454). Απηό απνηειεί έλδεημε όηη ε ζεκαηνδόηεζε ηνπ Notch  ππεξεθθξάδεηαη 
θαηά ηελ εμέιημε ηεο ΟΑ θαη όηη ε ζεξαπεία κε θπζηνινγηθά MSCs κεηώλεη ηελ έθθξαζε ζην 
ζεκαηνδνηηθό κνλνπάηη ηνπ Notch.  Πην πξόζθαηεο έξεπλεο ππνζηεξίδνπλ πσο ζε κνληέια δώσλ ε 
ελδναξζξηθή έλεζε κεηώλεη ηε δηάβξσζε ηνπ αξζξηθνύ ρόλδξνπ αλαζηέιινληαο ηελ έθθξαζε ησλ 
MMP-13, TNF-β, and IL-1β. (Sato M. et al, Arthritis Res Ther, 2012, 14: R31, /// Desando G et al., 
Arthritis Res Ther, 2013). Με βάζε ηηο παξαπάλσ έξεπλεο νη Wang W, et al. νδεγνύληαη ζην 
ζπκπέξαζκα πσο εθόζνλ ηα  MMP-13, TNF-β, and IL-1β  ζρεηίδνληαη κε ηε ζεκαηνδόηεζε ησλ  
Wnt /β-catenin, MAPK, θαη BMP, ηα κνλνπάηηα απηά θαζνξίδνπλ ηηο επηπηώζεηο ηεο ζεξαπείαο κε 
MSC ζηελ OA . (Wang W, et al.,Sci China Life Sci, June (2014) Vol.57 No.6).  Σα πξνβιήκαηα 
πνπ πξνέθπςαλ από ηελ κεηακόζρεπζε κεζεγρπκαηηθώλ βιαζηνθπηηάξσλ αθνξνύλ ζηελ θαθή 
πνηόηεηα ηνπ ρόλδξνπ (ηλώδεο) πνπ δεκηνπξγήζεθε κεηά ηε κεηακόζρεπζε θαη ζηελ πηζαλόηεηα 
νζηενπνίεζεο ηνπ αξζξηθνύ ρόλδξνπ. Ο βαζηθόηεξνο  όκσο πεξηνξηζκόο ζηε  ρξήζε 
ρνλδξνθπηηάξσλ πξνεξρόκελσλ από κεζεγρπκαηηθά βιαζηνθπηηάξα είλαη ε δηαθνξνπνίεζή ηνπο  
ηνπ θαηλνηύπνπ ηνπο πξνο ηνλ παζνινγηθό ππεξηξνθηθό θαηλόηππν. (Catherine Baugé , Karim 
Boumédiene , Stem Cells Int. 2015; 2015: 438026) 
 
 
1.4. Εμβρυΰκά και Επαγόμενα βλαςτοκύτταρα 
    
Οινδύλακν ζεσξείηαη έλα θύηηαξν όηαλ κπνξεί λα παξάγεη όια ηα θύηηαξα ελόο δσληαλνύ 
νξγαληζκνύ. Σα θύηηαξα πνπ έρνπλ απην ην ραξαθηεξηζηηθό, ηα βιαζηνθύηηαξα, απνηεινύλ ζέκα 
κεγάινπ βηνινγηθνύ ελδηαθέξνληνο ηόζν γηα ηελ θαηαλόεζε ησλ αλαπηπμηαθώλ κεραληζκώλ, όζν 
θαη γηα ηελ ζεξαπεπηηθή δπλακηθή ηνπο. Απηό είλαη θαη ην βαζηθό ραξαθηεξηζηηθό ηεο δεύηεξεο 
κεγάιεο θαηεγνξίαο βιαζηνθπηηάξσλ ζηελ νπνία αλήθνπλ ηα εκβξπηθά βιαζηνθύηηαξα (ESCs) θαη 
ηα επαγόκελα πνιπδύλακα βιαζηνθύηηαξα (iPSCs). 
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1.4.1. Eμβρυΰκά βλαςτοκύτταρα 
 
Tα εκβξπηθά βιαζηνθύηηαξα απνκνλώλνληαη από ηελ εζσ κάδα ηεο βιαζηνθύζηεο θαη κπνξνύλ λα 
θαιιηεξγεζνύλ αέλαα σο νινδύλακα θύηηαξα θαη λα δηαθνξνπνηεζνύλ πξνο όινπο θπηηαξηθνύο 
ηύπνπο. Από ηε δπλαηόηεηα ηνπο λα δηαθνξνπνηεζνύλ πξνο ηα ηξηα αξρηθά ζηξώκαηα, ελδόδεξκα, 
κεζόδεξκα θαη εθηόδεξκα, κπνξεί λα πξνθύςνπλ πεξηζζόηεξνη από 220 δηαθνξεηηθνί θπηηαξηθνί 
ηύπνη ελήιηθσλ θπηηάξσλ. Η ρξεζηκνπνίεζή ηνπο ζηελ αλαγελλεηηθή ηαηξηθή όκσο, παξά ηα 
πιενλεθηήκαηα πνπ παξνπζηάδνπλ, είλαη αληηθείκελν αληηπαξάζεζεο, θαζώο από ηε κία ππάξρεη ην 
ελδερόκελν αλνζνδηέξγεξζεο θαη ζρεκαηηζκνύ ηεξαησκάησλ θαη από ηελ άιιε δεκηνπξγείηαη 
εζηθό δήηεκα πνπ αθνξά  ζηε δεκηνπξγία εκβξύσλ κε απνθιεηζηηθό ζθνπό ηελ απνκόλσζε  ησλ 
ESCs. (S.-G. Ong, et al., MicroRNA-mediated regulation of differentiation and trans-differentiation 
in stem cells, Adv. Drug Deliv. Rev. (2015) 
 
1.4.2. Επαγόμενα Πολυδύναμα Βλαςτοκύτταρα (Induced Pluripotent Stem 
Cells) 
 
΢ηα ηέιε ηνπ 1990 νη Wilmut et al. κεηέθεξαλ ηνλ ππξήλα ελόο θπηηάξνπ, από κηα εκβξπηθή 
θπηηαξηθή ζεηξά, ζε ελήιηθα ζσκαηηθά θύηηαξα αξληνύ, παξάγνληαο έηζη έλαλ βηώζηκν απόγνλν. 
Με βάζε απηά ηα απνηειέζκαηα ν Takahashi, κηα δεθαεηία αξγόηεξα, εξεύλεζε παξάγνληεο νη 
νπνίνη κπνξνύλ λα επάγνπλ απηό ην θαηλόκελν. Οη παξάγνληεο πνπ ρξεζηκνπνηνύληαη, γλσζηνί θαη 
σο ―Yamanaka factors‖ (παξάγνληεο OSKM),  Oct4, Sox2, Klf4 and cMyc  εθθξάζηεθαλ κε ηε 
ρξήζε ξεηξνηώλ πνπ ελζσκαηώζεθαλ ζην γνληδίσκα ηλνβιαζηώλ αξρηθά πνληηθώλ. Γεκηνύξγεζε 
επηηπρώο πνιπδύλακα θύηηαξα από εκβξπηθνύο θαη ελήιηθνπο ηλνβιάζηεο πνληηθνύ, ηα νπνία 
νλνκάζηεθαλ επαγόκελα πνιπδύλακα βιαζηνθύηηαξα. (iPSCs). Μεηέπεηηα, ν Yu et al 
αλαπαξήγαγε απηά ηα απνηειέζκαηα ζε ηλνβιάζηεο αλζξώπνπ θαη ήηαλ ν πξώηνο πνπ αλέθεξε ηελ 
πνιπδπλακηθόηεηα ζηα θύηηαξα, πνπ είραλ  επαλαπξνγξακκαηηζηεί λα εθθξάδνπλ  OCT4, SOX2, 
NANOG θαη LIN28.  Η κέζνδνο είρε ρακειό ξπζκό επηηπρίαο θαη νδήγεζε ζηελ εμεξεύλεζε λέσλ 
επηινγώλ όπσο  ε ρξήζε microRNAs θαη ε δεκηνπξγία λέσλ θνξέσλ. Σα iPS θύηηαξα έρνπλ πιένλ 
θαηαζθεπαζηεί θαη κε ηε ρξήζε επηζσκαηηθώλ πιζκηδίσλ, ηώλ Sendai θαη piggyBac 
ηξαλζπνδνλίσλ, πνπ κεηαθέξνπλ ηνπο παξάγνληεο επαλαπξνγξακκαηηζκνύ θαη αθόκα θαη 
πξσηείλεο ή άιια κόξηα.  
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Σόζν ζηα επαγόκελα, όζν θαη ζηα εκβξπηθά βιαζηηθά θύηηαξα αλζξώπνπ θαη πνληηθνύ θπξηαξρεί 
θαη ξπζκίδεη ηελ πνιπδπλακηθόηεηα έλα ―θύθισκα-ππξήλαο‖ ησλ  κεηαγξαθηθώλ παξαγόλησλ  
Oct4, Sox2 and Nanog. Οη παξάγνληεο απηνί εθθξάδνληαη  in vivo  ζηελ έζσ θπηηαξηθή κάδα ηεο 
βιαζηνθύζηεο (ICM) θαη in vitro, ζε νινδύλακα θύηηαξα θαη αιειεπηδξνύλ ζηελά κέζα ζην 
θύηηαξν. Γηα παξάδεηγκα, νη fOct4 θαη Sox2  απνδείρζεθε όηη ζρεκαηίδνπλ εηεξνδηκεξέο ζύκπινθν 
κεηαγξαθήο θαη όινη νη ηξεηο παξάγνληεο έρνπλ θνηλά γνλίδηα ζηόρνπο. Σν  ―θύθισκα-ππξήλαο‖ 
είλαη απηνξξπζκηδόκελν, θαζώο θαη νη ηξεηο παξάγνληεο θαίλεηαη πσο ξπζκίδνπλ ν έλαο ηελ 
έθθξαζε ηνπ άιινπ , αιιά θαη ν θαζέλαο ηε δηθή ηνπ. Η δηαηήξεζε ηεο εύζξαπζηεο θαηάζηαζεο 
νινδπλακηθόηεηαο δηαζθαιίδεηαη κέζσ ηνπ πνιύπινθνπ κεραληζκνύ ηεο δνζνεμάξηεζεο κεηαμύ 
ησλ κεηαγξαθηθώλ παξαγόλησλ θαη πξνθαιεί έθπιεμε πσο ε ζπλέθθξαζε ηεζζάξσλ κόλν 
παξαγόλησλ ζε ζσκαηηθά θύηηαξα ηα επάγεη ζε νινδύλακα βιαζηνθύηηαξα. (Loh YH et al., Nat 
Genet. 2006;38:431–440) 
 
Παξάγνληεο 
επαλαξπνγξακκαηηζκνύ 
Human/mouse Ref. 
 
Oct 4 Human/Mouse Takahashi et al 
Sox-9 Human/Mouse Takahashi et al 
c-Myc Human/Mouse Takahashi et al 
Klf4 Human/Mouse Takahashi et al 
Nanog Human Yu et al 
Esrrb Mouse Feng et al 
Glis1 Human/Mouse Maekawa et al 
E-cadherin Mouse Redmaer et al 
shp53 Human/Mouse Hanna et al 
Lin28 Human/Mouse Hanna et al 
UTX Human/Mouse Mansour et al 
 
Σα ηειεπηαία ρξόληα έρεη γίλεη κεγάιε πξόνδνο ζηελ θαηαλόεζε ησλ κνξηαθώλ κεραληζκώλ πνπ 
εκπιέθνληαη ζηνλ επαλαπξνγξακκαηηζκό ησλ iPS θπηηάξσλ θαη έρεη γίλεη απνδεθηό ην κνληέιν 
ησλ Samavarchi-Tehrani et al, ζύκθσλα κε ην νπνίν ν επαλαπξνγξακκαηηζκόο απνηειείηαη από 3 
θάζεηο: ηελ έλαξμε, ηελ σξίκαλζε θαη ηε ζηαζεξνπνίεζε. Καηά ηε κεηαηξνπή ησλ θπηηάξσλ ζε 
πνιπδύλακα βιαζηνθύηηαξα ζεκεηώλνληαη πνιιέο αιιαγέο, όρη κόλν ζηνλ θπηηαξηθό θαηλόηππν, 
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αιιά θαη ζηελ έθθξαζε γνληδίσλ θαη κε θσδηθώλ κνξίσλ RNA, ζηελ επηγελεηηθή θαηάζηαζε θαη 
ζην κεηαβνιηζκό. 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Η θάζε ηεο έλαξμεο πεξηιακβάλεη επηηπρώο όιν ηνλ θπηηαξηθό πιεζπζκό θαη ραξαθηεξίδεηαη από 
απελεξγνπνίεζε ζσκαηηθώλ γνληδίσλ κέζσ κεζπιίσζεο, αύμεζε ζην θπηηαξηθό πνιιαπιαζηαζκό, 
ελεξγνπνίεζε ηεο γιπθόιπζεο θαη απελεξγνπνίεζε ηεο κεηαβνιηθήο δηαδηθαζίαο ηεο νμεηδσηηθήο 
θσζθνξπιίσζεο, επαλελεξγνπνίεζε ηεο ηεινκεξάζεο θαη κεζεγρπκαην-επηζειηαθή κεηάβαζε 
(ΜΔΣ). Η ΜΔΣ ραξαθηεξίδεηαη από ηελ απώιεηα ησλ κεζεγρπκαηηθώλ ραξαθηεξηζηηθώλ θαη ηελ 
απόθηεζε επηζειηαθώλ ραξαθηεξηζηηθώλ, όπσο ε πνιηθόηεηα ησλ θπηηάξσλ θαη ε έθθξαζε ηνπ 
κνξίνπ πξνζθόιιεζεο  E-CADHERIN, εμεγώληαο θαη γηαηη ζα κπνξνύζε ε  E-CADHERIN λα 
αληηθαηαζηήζεη ηνλ  Oct4 ζηε δηαδηθαζία επαλαπξνγξακκαηηζκνύ. Η ΜΔΣ θαη ε ΔΜΣ απνηεινύλ 
ζεκεία θιεηδηά ζηελ εκβξπνγέλεζε, ηελ κεηάζηαζε θαη ηε δηαθνξνπνίεζε ησλ εκβξπηθώλ 
βιαζηηθώλ θπηηάξσλ.    
Οη Tanabe et al ηαπηνπνίεζαλ πξόζθαηα ην ζηάδην σξίκαλζεο ηνπ επαλαπξνγξακκαηηζκνύ ησλ iPS 
σο ην ζεκείν ζην νπνίν πηζαλόλ λα νθείιεηαη ε ρακειή επηηπρία ηεο δηαδηθαζίαο. Απέδεημαλ όηη ν 
LIN28, αιιά όρη νη  NANOG, shp53 ή ε CYCLIN D1, πξνάγνπλ ηελ σξίκαλζε ησλ iPS θπηηάξσλ. 
Καηά ηελ σξίκαλζε νη επηηγελεηηθέο αιιαγέο πνπ ζπκβαίλνπλ επηηξέπνπλ ηελ έθθξαζε ησλ 
πξώησλ γνληδίσλ ζρεηηδόκελσλ κε ηελ νινδπλακηθόηεηα. ΢’ απηά πεξηιακβάλνληαη ηα γνλίδηα 
Fbxo15, Sall4, Oct4, Nanog and Esrrb, κε ην Esrrb λα επαξθεί γηα ηνλ επαλαπξνγξακκαηηζκό ησλ 
MEFs ζε ζπλεξγαζία κε ηα Sox2 θαη Oct4. 
΢ην ηειηθό ζηάδην ηνεο ζηαζεξνπνίεζεο κόλν ην 1% ησλ αξρηθώλ θπηηάξσλ θαηαιήγεη κε επηηπρία 
θαη απηό κπνξεί λα εμεγεζεί κέζσ ηεο παξαηήξεζεο ησλ Golipour et al, όηη δελ είλαη όια ηα 
θύηηαξα επαξθή γηα ζηαζεξνπνίεζε.  Η νκάδα ησλ Golipour et al αλαγλώξηζε έλα ραξαθηεξηζηηθό 
γνληδηαθό πξνθίι ησλ θπηηάξσλ πνπ κπαίλνπλ ζην ηξίην ζηάδην θαη ην νπνίν ηα δηαθξίλεη από όζα 
δελ ηα θαηαθέξλνπλ, ελώ παξάιιεια έδεημε όηη ηα ππόινηπα θύηηαξα ρξεηάδνληαη δηαγνληδηαθή 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
26/03/2018 13:04:46 EEST - 137.108.70.6
                                                                    24 
 
θαηαζηνιή γηα λα εηζέιζνπλ ζηα ηειηθό απηό ζηάδην. Σν ζηάδην ζηαζεξνπνίεζεο ραξαθηεξίδεηαη 
από δηαγνληδηαθή αλεμαξηεζία,  θαζώο κόλν θύηηαξα κε ελεξγή ελδνγελή έθθξαζε γνληδίσλ 
νινδπλακηθόηεηαο κπνξνύλ λα δηαηεξήζνπλ ηελ νινδπλακηθόηεηα ζε απηή ηελ κεηαγελέζηεξε 
θάζε. Η έθθξαζε ησλ γνληδίσλ απηώλ επηηπγράλεηαη κε απνκεζπιίσζε ησλ ππνθηλεηώλ ηνπο. Σν 
γεγνλόο απηό εμεγεί γηαηί πνιινη θαηαζηνιείο κεζπινηξαλθεξαζώλ DNA θαη  ηζηνλώλ επηηαρύλνπλ 
ηνλ επαλαπξνγξακκαηηζκό ησλ iPS .  
Οξηζκέλεο εξεπλεηηθέο νκάδεο  κε βάζε ηα ζεκαηνδνηηθά κνλνπάηηα πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηα 3 απηά 
ζηάδηα πξνηείλνπλ ηελ ύπαξμε θάζκαηνο νινδπλακηθόηεηαο. Με βάζε απηή ηε ζεσξία, ν 
ελδειερήο έιεγρνο θαη ε κειέηε ησλ δηαθνξεηηθώλ ζηαδίσλ ηνπ επαλαπξνγξακκαηηζκνύ, κπνξεί λα 
δηειεπθάλεη ηα κνλνπάηηα πνπ ζπκκεηέρνπλ θαη πνπ ελεξγνπνηνύληαη ζε θάζε ζηηγκή. Έλα 
πξνηεηλόκελν κνληέιν από ηνπο Hawkins et al κε βάζε όζα γλσξίδνπκε σο ηώξα θαίλεηαη ζηελ  
παξαθάησ εηθόλα. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(Hawkins K et al, CMB. (2014)) 
Πξόζθαηα έγηλαλ κειέηεο ζρεηηθά κε ηε ζπκκεηνρή ησλ κηθξώλ RNAs (miRNAs) ζηε δηαδηθαζία 
ηεο απηναλαλέσζεο θαη δηαθνξνπνίεζεο ησλ ESCs θαη iPSCs. Απνηειέζκαηα από κεηαιιαγέο ζηα 
Dicer θαη  Dgcr-8, ηα νπνία είλαη ζεκαληηθά έλδπκα γηα ηελ σξίκαλζε ησλ  miRNAs, ππνδεηθλύνπλ 
όηη ελέρνπλ ζεκαληηθό ξόιν ηόζν ζηε δηαθνξνπνίεζε όζν θαη ζηελ απηναλαλέσζε ησλ 
βιαζηνθπηηάξσλ.  
Σα  iPSCs είλαη παξόκνηα αιιά όρη ηαπηόζεκα κε ηα ESCs κηαο θαη παξνπζίαδνπλ δηαθνξεηηθό 
πξνθίι έθθξαζεο miR. Με δεδνκέλν όηη νη ζύγρξνλεο ηερληθέο θαηαζθεπήο ησλ   iPSCs είλαη έσο 
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έλα βαζκό αλεπαξθείο έρνπλ πξνηαζεί ελαιιαθηηθέο γηα ηε παξαζθεπή ηνπο κεηαμύ ησλ νπνίσλ 
είλαη θαη ε ρξήζε ησλ  miRs. Δθόζνλ ζηα  ESCs ε ππεξ-νηθνγέλεηα ησλ  miRs-290 παξνπζηάδεηαη 
―εκπινπηηζκέλε‖, δνθηκάζηεθε ν ζπλδπαζκόο ησλ παξαγόλησλ OSK κε ηελ ππεξέθθξαζε ησλ 
miR-291—3ξ, miR-294 θαη 295 θαη παξαηεξήζεθε αύμεζε ηεο απνηειεζκαηηθόηεηαο ηνπ 
επαλαπξνγξακκαηηζκνύ ηεο ηάμεο ηνπ 75% ζε ζρέζε κε ηνλ επαλαπξνγξακκαηηζκό κόλν κε ηνπο  
OSK. Δπίζεο, ε αύμεζε  ηεο έθθξαζεο ησλ  miR-106 θαη  miR-93 ελίζρπζε ηελ 
απνηειεζκαηηθόηεηα ηνπ επαλαπξνγξακκαηηζκνύ κέζσ επίδξαζεο ζηε κεζεγρπκαην-επηζειηαθή 
κεηάβαζε, εμαηηίαο ηεο επίδξαζήο ηνπο  ζηνλ ππνδνρέα ΙΙ ηνπTGF-β. Από ηελ άιιε ε κείσζε ηεο 
έθθξαζεο θάπνησλ  miRs πνπ είλαη ηζηνεηδηθά κπνξεί λα ζπλεηζθέξεη ζηελ απνηειεζκαηηθόηεηα 
ηεο δηαδηθαζίαο. Γηα παξάδεηγκα ε δηαγξαθή ησλ  miR-21 θαη -29a, πνπ είλαη από ηα πην ζπρλά ζηα 
ΜΔFs, εληζρύεη ηελ απνηειεζκαηηθόηεηα ηνπ επαλαπξνγξακκαηηζκνύ κεηώλνληαο ηελ έθθξαζε ηνπ 
ξ53. (S.-G. Ong, et al, Adv. Drug Deliv. Rev. (2015)) 
 
1.4.2.1.iPSCs και MSCs 
Σα ελήιηθα κεζεγρπκαηηθά βιαζηνθύηηαξα πξνεξρόκελα από ην κπειό ησλ νζηώλ (ΒΜ-MSCs) 
έρνπλ απνκνλσζεί θαη έρνπλ ρξεζηκνπνηεζεί σο απηόινγεο πεγέο γηα ηελ αλαγέλλεζε ηνπ 
αξζξηθνύ ρόλδξνπ [Chen and Tuan, 2008]. Η ηθαλόηεηά ηνπο γηα πνιιαπιαζηαζκό θαη 
ρνλδξνγέλεζε όκσο δελ είλαη επαξθήο θαζώο ζύκθσλα κε in vitro κειέηεο θαη κε κειέηεο ζε 
κνληέια δώσλ ε δπλαηόηεηά ηνπο γηα δηαθνξνπνίεζε θαη πνιιαπιαζηαζκό κεηώλεηαη όζν 
απμάλεηαη ε ειηθία ηνπ δόηε, γεγνλόο πνπ απνηειεί ζεκαληηθό πεξηνξηζκό ζηε ρξήζε ηνπο [Baxter 
et al., 2004; Sethe et al., 2006; Steinert et al., 2007; Stolzing et al., 2008]. Η δεκηνπξγία ΒΜ-MSCs 
πξνεξρόκελσλ από iΡSCs απνηέιεζε κηα λέα πξννπηηθή πξνο ηε θαηεύζπλζε ηεο αλαγέλλεζεο ηνπ 
ρόλδξνπ. ΢ε πξόζθαηεο κειέηεο, ζπγθξίζεθε ην δπλακηθό ρνλδξνγέλεζεο  κεηαμύ  MSCs 
πξνεξρόκελσλ από iΡSCs θαη  iΡSCs θαη ηα απνηειέζκαηα αλαδεηθλπνπλ θαιύηεξν δπλακηθό 
δηαθνξνπνίεζεο γηα ηα MSCs-iΡSCs. ΢πγθξηλόκελα κε ηα iΡSCs, ηόζν ηα MSCs-iΡSCs, όζν θαη ηα 
ΒΜ-MSCs, παξνπζίαζαλ πςειόηεξε έθθξαζε ηνπ Sox9, ελώ ν αλνζνθαηλόηππνο ησλ iPSC–MSC 
θπηηάξσλ παξνπζίαδε κεγάιε νκνηόηεηα κε ηνλ αλννθαηόληππν ησλ BM-MSCs. Ο βαζκόο 
δηαθνξνπνίεζεο (―σξίκαλζεο‖) ησλ ρνλδξνθπηηάξσλ θαη ε εηεξνγέλεηα ηνπ πιεζπζκνύ πνπ 
πξνθύπηεη από ηελ θαιιηέξγεηα ησλ iPSC , κπνξεί λα πεξηνξηζηεί  κε ην ελδηάκεζν ζηάδην ησλ 
κεζεγρπκαηηθώλ θπηηάξσλ. (Rosa M. Guzzo et al.,Journal of Cellular Biochemistry 114:480–490 
(2013)) 
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1.4.2.2. Μετατροπή των iPSCs ςε χονδροκύτταρα 
 
 
Με ηελ αλάπηπμε ηεο ηερλνινγίαο ησλ iPSCs, έγηλε εθηθηή ε δηαθνξνπνίεζε iPSCs πξνεξρόκελσλ 
από αζζελείο πξνο πνιινύο θπηηαξηθνύο ηύπνπο, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ θαξδηνκπνθπηηάξσλ, 
λεπξώλσλ θαη επαηνθπηηάξσλ. 
Σα επαγόκελα βιαζηνθύηηαξα έρνπλ ηε δπλαηόηεηα λα δηαθνξνπνηεζνύλ επίζεο ζε ρνλδξνθύηηαξα 
θαη νη κέζνδνη κε ηηο νπνίεο γίλεηαη απηό κπνξύλ λα δηαθξηζνύλ ζε ηέζζεξηο θύξηεο θαηεγνξίεο, 
θαζεκία απν ηηο νπνίεο παξνπζηάδεη πιενλεθηήκαηα θαη κεηνλεθηήκαηα έλαληη ηεο άιιεο. Οη 
κέζνδνη απηέο είλαη:  
1) ΢πλ-θαιιηέξγεηα iPSCs κε ρνλδξνθύηηαξα. Σα ρνλδξνθύηηαξα εθθξίλνπλ δηαιπηνύο          
παξάγνληεο νη νπνίνη επάγνπλ ηε δηαθνξνπνίεζε ησλ iPSCs ζε ρνλδξνθύηηαξα. Η 
απνηειεζκαηηθόηεηα ηεο κεζόδνπ πνηθίιεη αλάινγα κε ηα αξρηθά ρνλδξνθύηηαξα πνπ έρνπλ 
ρξεζηκνπνηεζεί. 
2) Πξνεηνηκαζία εκβξπνληθώλ ζσκαηηδίσλ αθνινπζνύκελε από ηε δηαθνξνπνίεζε ησλ 
κεζνδεξκηθώλ θπηηάξσλ ζηα ζσκαηίδηα ζε ρνλδξνθύηηαξα κέζσ επίδξαζεο κε απμεηηθνύο 
παξάγνληεο. Βαζηθό κεηνλέθηεκα είλαη ν κηθξόο αξηζκόο ησλ θπηηάξσλ πνπ πξνθύπηνπλ. 
3) Δπαγσγή  κεζεγρπκαηηθώλ θπηηάξσλ από iPSCs θαη αθόινπζε δηαθνξνπνίεζή ηνπο ζε 
ρνλδξνθύηηαξα κε επίδξαζε ρνλδξνγελεηηθώλ παξαγόλησλ. Ο πεξηνξηζκόο ηεο κεζόδνπ ζρεηίδεηαη 
κε ηε δπζθνιία δεκηνπξγίαο ιεηηνπξγηθώλ κεζεγρπκαηηθώλ θπηηάξσλ.  
4) Γηαθνξνπνίεζε ησλ iPSCs ζε ρνλδξνθύηηαξα κε ελδηάκεζνπο πιήζπζκνύο ζε ζηάδηα 
κεζελδνδεξκαηνο, κεζνδέξκαηνο θαη ρνλδξνθπηηάξνπ ππό ηελ επίδξαζε ησλ θαηάιιεισλ 
παξαγόλησλ. Η κέζνδνο απηή παξάγεη θπηηαξηθό πιεζπζκό, ν νπνίνο ζε πνζνζηό 74-79% είλαη 
ζεηηθόο γηα έθθξαζε ηνπ Sox9. Η δπζθνιία ηεο κεζόδνπ έγθεηηαη ζηελ εύξεζε θαη ζην θαζνξηζκό 
ησλ ηδαληθώλ ζπλδπαζκώλ θαη ησλ ζπγθεληξώζεσλ ησλ παξαγόλησλ δηαθνξνπνίεζεο. 
΢ην ζύλνιό ηνπο νη έξεπλεο πνπ αθνξνύλ ζηηο παξαπάλσ κεζόδνπο αλαθέξνπλ όηη ηα 
ρνλδξνθύηηαξα πξνεξρόκελα από iPSCs εθθξάδνπλ ρνλδξνθπηηαξηθνύο δείθηεο, αιιά δελ έρεη γίλεη 
εθηθηή ε θαηαζθεπή παιώδνπο ρόλδξνπ ρσξίο ηε βνήζεηα ηθξησκάησλ. (Noriyuki Tsumaki et al., 
Bone 70 (2015) 48–54)  
Οη Wei et al θαηάθεξαλ πξώηνη ηε ρνλδξνγελεηηθή δηαθνξνπνίεζε iPS από αζζελείο κε ΟΑ κε 
αθόινπζε  in vitro θαη in vivo εθηίκεζε.  In vitro, ηα θύηηαξα επηκνιύλζεθαλ κε TGF-β1 ζε 
ζπλθαιιηέξγεηα κε ρνλδξνθύηηαξα θαη βξέζεθε όηη ηα επίπεδα ηνπ θνιιαγόλνπ ηύπνπ ΙΙ θαη ησλ 
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GAGs είλαη ζπγθξηλόκελα κε ησλ ρνλδξνθπηηάξσλ θαη δηπιάζηα από εθείλα ησλ iPSCs πνπ 
θαιιηεξγήζεθαλ απνπζία ρνλδξνθπηηάξσλ. Μεηά από 2 εβδνκάδεο δηαθνξνπνίεζεο in vitro, νη 
―θαηαζθεπέο‖ κεηακνζρέζεθαλ  ππνδνξίσο ζε κνληέιν πνληηθνύ. Μεηεγρεηξεηηθή εθηίκεζε, έμη 
εβδνκάδεο αξγόηεξα, επηβεβαίσζε ηελ επίηεπμε ηεο ρνλδξνγέλεζεο κέζσ ηεο αύμεζεο ηνπ 
θνιιαγόλνπ ηύπνπ ΙΙ.(Olivia S. Beane1 and Eric M. Darling, Ann Biomed Eng. 2012 Oct; 40(10): 
2079–2097) 
Σα απνηειέζκαηα ηεο έξεπλαο ησλ  Ji-Yun Ko αλέδεημαλ ηελ επηηπρή επαγσγή ηεο ρνλδξνγέλεζεο 
θαη ηελ ελ δπλάκεη επηδηόξζσζε βιαβώλ ηνπ ρόλδξνπ κε  hiPSCs. Η ζπγθεθξηκέλε εξεπλεηηθή 
νκάδα παξαηήξεζε όηη ηα hiPSCs παξνπζηάδνπλ θαιύηεξε πνηόηεηα ρνλδξνγελεηηθήο 
δηαθνξνπνίεζεο in vitro ζε ζύγθξηζε κε ηα hBMMSCs θαη ην απέδεημε κε ηελ ηζηνινγηθή 
εκθάληζε θαη ηελ απμεκέλε έθθξαζε ησλ δεηθηώλ ρνλδξνγέλεζεο,  ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ   
GAG, SOX-9, COL2A1 θαη ηεο αγθξεθάλεο. Έλα άιιν ζεκείν πνπ ζπλεγνξεί ζην παξαπάλσ 
ζπκπέξαζκα είλαη ε πνιύ ρακειή έθθξαζε δεηθηώλ ππεξηξνθίαο, όπσο νη COL10A1 θαη Runx-2 
ζηα hiPSCs, ζε αληίζεζε κε ηα hBMMSCs όπνπ ε έθθξαζε ηνπ COL10A1 απμήζεθε 
αμηνζεκείσηα κε ηελ επαγσγή ρνλδξνγέλεζεο. Οη ππνθηλεηέο ηνπ COL10A1 ζηα  hiPSCs 
βξέζεθαλ ππεξκεζπιησκέλνη ζε ζρέζε κε εθείλνπο ζηα hBMMSCs, ππνδεηθλύνληαο ηελ 
επηγελεηηθή ξύζκηζε σο ηελ αηηία ηεο δηαθνξάο σο πξνο ηελ ππεξηξνθία. 
Η απνπζία ππεξηξνθηθνύ θαηλνηύπνπ ζηα hiPSCs πνπ δηαθνξνπνηνύληαη ζε ρνλδξνθύηηαξα είλαη 
ηδηαίηεξα ελδηαθέξνλ ζηνηρείν, θαζώο ε ππεξηξνθία ήηαλ σο ηώξα άξξεθηα ζπλδεδεκέλε κε ηε 
ρνλδξνγέλεζε ησλ ελήιηθσλ βιαζηνθπηηάξσλ.(Ji-Yun Ko et al.,Biomaterials 35 (2014)).  
Ο επαλαπξνγξακκαηηζκόο ρνλδξνθπηηάξσλ από ηξαπκαηηζκέλνπο αξζξηθνύο ρόλδξνπο νδήγεζε 
ζηε δεκηνπξγία  c-iPSC θισληθώλ ζεηξώλ κε θπζηνινγηθό θαξπόηππν θαη  ρσξίο ηελ απόθηεζε  
ελζέζσλ ή ειιείςεσλ θαηά ηε δηαδηθαζία επαλαπξνγξακκαηηζκνύ. Κάζε κία από ηηο θπηηαξηθέο 
ζεηξέο πνπ ειέγρζεθε είρε δπλακηθό δηαθνξνπνίεζεο σο πξνο ηε ρνλδξνγελεηηθή ζεηξά. Σν πξνθίι 
γνληδηαθήο έθθξαζεο βξέζεθε όηη ήηαλ ην ίδην κε ην πξνθίι ώξηκσλ ρνλδξνθπηηηάξσλ. Έλαο 
θπηηαξηθόο θιώλνο παξόια απηά είρε κεγαιύηεξε δπλαηόηεηα δηαθνξνπνίεζεο πξνο 
ρνλδξνθύηηαξα  κε απμεκέλε δπλαηόηεηα ζρεκαηηζκνύ εμσθπηηάξηαο νπζίαο ηνπ ρόλδξνπ. Η 
δηαθνξά απηή κπνξεί εμεγεζεί από ην γεγνλόο όηη ε δηαδηθαζία πξνγξακκαηηζκνύ κπνξεί λα κελ 
είλαη αθξηβώο ίδηα κεηαμύ ησλ θιώλσλ θαη πσο θάπνηνη θιώλνη έρνπλ κλήκε ηνπ αξρηθνύ θπηηάξνπ 
από ην νπνίν πξνήιζαλ, ην νπνίν νθείιεηαη πηζαλόλ ζην θνθηέηι επαλαπξνγξακκαηηζκνύ ή λα είλαη 
απνηέιεζκα ηεο εηεξνγέλεηαο ησλ θπηηάξσλ ζηελ αξρηθή θαιιηέξγεηα. ΢ε θάζε πεξίπησζε ηα 
ζπγθεθξηκέλα απνηειέζκαηα επηβεβεαίσζαλ ηελ ύπαξμε επηγελεηηθήο κλήκεο ηελ νπνία αλέθεξαλ 
θαη πξνεγνύκελεο έξεπλεο.  (Cecilia Borestom, Stem cells translational Medicine, 2014;3:433–447) 
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Σκοπόρ ηηρ ζςγκεκπιμένηρ διπλωμαηικήρ επγαζίαρ είναι η διεπεύνηζη ηηρ έκθπαζηρ μοπίων-δεικηών 
ηηρ ςπεπηποθίαρ ζε σονδποκύηηαπα πποεπσόμενα από MSCs και ζε σονδποκύηηαπα πποεπσόμενα  από 
iPSCs 
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2.1.Κατηγορίεσ Δειγμάτων 
 
 
Γηα ηε εθπόλεζε ηεο ζπγθεθξηκέλεο εξγαζίαο ρξεζηκνπνηήζεθαλ ρνλδξνθύηηαξα πξνεξρόκελα από 
επαγόκελα πνιπδύλακα βιαζηνθύηηαξα θαη από κεζεγρπκαηηθά βιαζηνθύηηαξα ηνπ κπεινύ ησλ 
νζηώλ. 
Απνκνλώζεθαλ κεζεγρπκαηηθά θύηηαξα από ην κπειό ησλ νζηώλ (ΒΜ-ΜSCs) από ηέζζεξηο 
θπζηνινγηθνύο- δόηεο, (λ=4). Έλα ηκήκα από ηα κεζεγρπκαηηθά θύηηαξα ρξεζηκνπνηήζεθαλ σο 
έρνπλ,  θάπνηα από ηα ΒΜ-ΜSCs δηαθνξνπνηήζεθαλ απεπζείαο ζε ρνλδξνθύηηαξα, ελώ έλα άιιν 
ηκήκα ηνπο επαλαπξνγξακκαηίζηεθε ζε iPSCs,. Από ηα  iPSCs ζηελ ζπλέρεηα νξηζκέλα 
δηαθνξνπνηήζεθαλ  ζε ρνλδξνθύηηαξα. 
Οη δηαδηθαζίεο ηεο απνκόλσζεο ηνπ κπεινύ ησλ νζηώλ θαη ηεο δεκηνπξγίαο ησλ  iPSCs 
πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζην Ννζνθνκείν Παίδσλ Αγία ΢νθία, ζην εξγαζηήξην Μεηακνζρεύζεσλ κε 
δηεπζπληή ηνλ θ. Γνπζέηε. 
 
2.2.Κυτταροκαλλιέργειεσ 
 
΢θνπόο ησλ θαιιηεξγεηώλ θπηηάξσλ είλαη λα δηαηεξεζνύλ in vitro ηα θύηηαξα βηώζηκα καθξηά από 
ηνλ θπζηνινγηθό νξγαληζκό από ηνλ νπνίν πξνήιζαλ. Από ηελ πξώηε πεξηγξαθή θαιιηέξγεηαο 
ηζηνύ ην 1907 σο ηελ αλάπηπμε ηεο πξώηεο ζπλερνύο αλζξώπηλεο ζεηξάο θαξθηληθώλ θπηηάξσλ, 
HeLa, ην 1952, νη θπηηαξνθαιιηέξγεηεο έρνπλ εμειηρζεί ζε έλα απαξαίηεην εξεπλεηηθό εξγαιείν 
(http://www.bio.uth.gr--Μπαιαηζόο Ν., Ληαδάθε Κ.) H θαιιηέξγεηαο παξέρεη ηε δπλαηόηεηα λα 
πνιιαπιαζηαζηνύλ ηα θύηηαξα γηα λα θηάζνπλ ζε ηθαλνπνηεηηθό αξηζκό πνπ ζα επηηξέπεη ηελ 
απνκόλσζε κεγάινπ αξηζκνύ θπηηάξσλ. 
 
Σα δείγκαηα παξειήθζεζαλ ζε θιάζθεο ησλ 15cm. Από θάζε θιάζθα απνκνλώζεθαλ ηα θύηηαξα 
θαη κνηξάζηεθαλ ζε 3 λέεο θιάζθεο (15cm) κηα γηα ηελ αλαθαιιηέξγεηά ηνπο, κηα γηα ηελ 
απνζήθεπζή ηνπο θαζώο θαη κηα γηα ηελ απνκόλσζε RNA. Σα θύηηαξα θαιιηεξγήζεθαλ ζε 
θαηάιιειν ζξεπηηθό πιηθό θαη ε αλάπηπμή ηνπο έγηλε ζε επσαζηηθό θιίβαλν θάησ από ηηο 
θαηάιιειεο ζπλζήθεο, δειαδή ζεξκνθξαζία 37 βαζκώλ Κειζίνπ, θαηάιιειε πγξαζία θαη 
εκπινπηηζκέλε αηκόζθαηξα κε 5% δηνμείδην ηνπ άλζξαθα. Όινη νη ρεηξηζκνί πξαγκαηνπνηήζεθαλ 
ζε εζηία θάζεηεο λεκαηηθήο ξνήο, γηα ηελ απνθπγή κνιύλζεσλ, ελώ ε παξαηήξεζε ησλ θπηηάξσλ 
έγηλε κε κηθξνζθόπην αλάζηξνθεο θάζεο (Axiovert S100, Zeiss). 
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Γηα ηελ απνκόλσζε ησλ θπηηάξσλ απαηηείηαη ε πξνζεθηηθή απνθόιιεζή ηνπο, ε νπνία γίλεηαη κε 
ηε ζξπςίλε πνπ είλαη έλα έλδπκν ην νπνίν δηαζπά ηηο ζπλδέζεηο ησλ θπηηάξσλ κε ηε επηθάλεηα 
πξνζθόιιεζήο ηνπο, ηα θύηηαξα απνθνιιώληαη θαη ηειηθά κπνξνύλ λα ζπιιερζνύλ. Γηα ηε 
βέιηηζηε δξάζε ηεο ηα θύηηαξα ηνπνζεηνύληαη ζε επσαζηηθό θιίβαλν (37νC) γηα όζν ρξόλν 
ρξεηαζηεί θαη ζην ρξνληθό δηάζηεκα απηό γίλεηαη παξαηήξεζε ησλ θπηηάξσλ αλά κηθξά ρξνληθά 
δηαζηήκαηα ζην κηθξνζθόπην ώζηε λα παξαθνινπζείηαη ε δξάζε ηεο ζξπςίλεο. Μόιηο ηα θύηηαξα 
απνθνιιεζνύλ πξνζηίζεηαη ζε απηά πιήξεο ζξεπηηθό πιηθό, θαζώο είλαη θαηαζηνιέαο ηεο 
ζξπςίλεο, ε νπνία κεηά ηελ απνθόιιεζε ησλ θπηηάξσλ γίλεηαη ηνμηθή γηα ην θύηηαξν. Αθνινπζνύλ 
πιύζεηο ησλ θπηηάξσλ κε αθόινπζεο θπγνθεληξήζεηο, ώζηε ζην ηέινο λα ζπιιερζεί ην ίδεκα πνπ 
απνηειείηαη από θύηηαξα ρσξίο πξνζκίμεηο ζξεπηηθνύ πιηθνύ ή ζξπςίλεο. 
΢ηε ζπλέρεηα ην ίδεκα απηό κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί είηε γηα αλαθαιιηέξγεηα ησλ θπηηάξσλ θαη 
επέθηαζή ηνπο, είηε γηα απνζήθεπζε ησλ θπηηάξσλ θαη κειινληηθή ρξήζε, είηε γηα απνκόλσζε 
πξσηεηλώλ,  RNA θ.α. 
 
Υλικά πος σπηζιμοποιήθηκαν για ηην απομόνωζη ηων κςηηάπων: 
 Θξεπηηθό πιηθό Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM, GIBCO BRL, UK).  ΢ην 
ζξεπηηθό πιηθό πξνζηέζεθε νξόο εκβξύνπ βνόο (Fetal Bovine Serum, FBS, Gibco), ν νπνίνο 
πεξηέρεη ηνπο παξάγλνηεο πνπ απαηηνύληαη γηα ηελ θπηηαξηθή αλάπηπμε θαη γηα ην θπηαξηθό 
πνιιαπιαζηαζκό. Γελ πξνζηέζεθαλ αληηβηνηηθά. 
 PBS(HyClone) 
 Θξπςίλε (Life Technologies) 
 
Πρωτόκολλο απομόνωσης κσττάρων 
1.Αθαίξεζε ζξεπηηθνύ πιηθνύ θαη μέπιπκα κε PBS (5ml) 
2.Πξνζζήθε 1ml ζξπςίλεο θαη επώαζε ζηνπο 37νC γηα 1-3 ιεπηά 
3.Πξνζζήθε 4ml πιήξνπο ζξεπηηθνύ πιηθνύ 
4.Μεηαθνξά ζε πιαζηηθό ζσιελάξην ησλ 15ml  
5.Φπγνθέληξεζε γηα 7ιεπηά ζηηο 2ν00rpm, ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ 
6.Αθαίξεζε ππεξθεηκέλνπ θαη πξνζζήθε 5 ml PBS 
7.Φπγνθέληξεζε  γηα 7'ιεπηά ζηηο 2000rpm, ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ 
8.Αθαίξεζε ππεξθεηκέλνπ 
 
Απομόνωζη RNA από κύηηαπα ζε κςηηαποκαλλιέπγεια 
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Η κειέηε ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο γίλεηαη ζε επίπεδν mRNA θαη γηα ην ιόγν απηό από ην ζύλνιν 
ησλ δεηγκάησλ έγηλε απνκόλσζε RNA. ΢ηα ρνλδξνθύηηαξα πνπ πξνέξρνληαη από επαγόκελα 
βιαζηνθύηηαξα θαη από κεζεγρπλαηηθά ηνπ κπεινύ ησλ νζηώλ ε δηαδηθαζία ηεο απνκόλσζεο RNA  
πεξηγξάθεθε παξαπάλσ. Γηα ηα επαγόκελα βιαζηνθύηηαξα αθνινπζήζεθε ε δηαδηθαζία όπσο απηή 
πεξηγξάθεηαη παξαθάησ: 
 
Υλικά για ηην απομόνωζη RNA από επαγόμενα βλαζηοκύηηαπα 
 Θξεπηηθό πιηθό Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM, GIBCO BRL, UK).  ΢ην 
ζξεπηηθό πιηθό πξνζηέζεθε νξόο εκβξύνπ βνόο (Fetal Bovine Serum, FBS, Gibco), ν νπνίνο 
πεξηέρεη ηνπο παξάγνληεο πνπ απαηηνύληαη γηα ηελ θπηηαξηθή αλάπηπμε θαη γηα ην θπηαξηθό 
πνιιαπιαζηαζκό.  
 Trizol (Life Technologies) 
 Υισξνθόξκην (Merck) 
 Ιζνπξνππιηθή αιθνόιε (Amresco) 
 70% αηζαλόιε (Scharlau) 
 Rnase-free water (Qiagen) 
 PBS(HyClone) 
 Θξπςίλε (Life Technologies) 
 
Ππωηόκολλο απομόνωζηρ RNA 
 
Αθαίξεζε ζξεπηηθνύ πιηθνύ θαη μέπιπκα κε PBS (5ml) 
Πξνζζήθε 1ml ζξπςίλεο θαη επώαζε ζηνπο 37νC γηα 1-3 ιεπηά 
Πξνζζήθε 4ml πιήξνπο ζξεπηηθνύ πιηθνύ 
Μεηαθνξά ζε πιαζηηθό ζσιελάξην ησλ 15ml  
Φπγνθέληξεζε γηα 7ιεπηά ζηηο 2000rpm, ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ 
Αθαίξεζε ππεξθεηκέλνπ θαη πξνζζήθε 5 ml PBS 
Φπγνθέληξεζε  γηα 7'ιεπηά ζηηο 2000rpm, ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ 
Αθαίξεζε ππεξθεηκέλνπ θαη πξνζζήθε 1ml Trizol,  
Δπώαζε γηα 5 ιεπηά ζε πδαηόινπηξν, ζε ζεξκνθξαζία 15-30νC  
Πξνζζήθε 0,2ml ρισξνθνξκίνπ γηα θάζε ml Trizol 
Αλάδεπζε ζε vortex γηα 15-20 sec 
Δπώαζε γηα 2-3 ιεπηά ζε πδαηόινπηξν, ζε ζεξκνθξαζία 15-30νC  
Φπγνθέληξεζε γηα 15min ζηηο 12000rpm, ζηνπο 2-8νC  
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Μεηαθνξά ππεξθεηκέλνπ ζε λέν eppendorf ησλ 2ml 
Πξνζζήθε 0,5ml  ηζνπξνππιηθήο αιθνόιεο γηα θάζε ml Trizol 
Δπώαζε γηα 10min ζε πδαηόινπηξν, ζε ζεξκνθξαζία 15-30νC  
Φπγνθέληξεζε ζηηο 12000rpm, γηα 10 min, ζε ζεξκνθξαζία 2-8νC 
Αθαίξεζε ππεξθεηκέλνπ 
Πξνζζήθε 1ml 70%θ.ν. αηζαλόιεο, αλάδεπζε (vortex) θαη κεηαθνξά ζε λέν eppendorf  
Φπγνθέληξεζε ζηηο 1000rpm γηα 10 ιεπηά ζηνπο 2-8νC θαη αθαίξεζε ππεξθεηκέλνπ 
Σνπνζέηεζε δεηγκάησλ ζηνλ απαγσγό ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ έσο όηνπ απνκαθξπλζνύλ ηα 
ππνιείκκαηα αηζαλόιεο 
Δπαλαδηάιπζε ηνπ RNA ζε Rnase-free water (πεξίπνπ 50κl) 
Απνζήθεπζε ζηνπο -80νC 
 
 
2.3.Από το RNA ςτο DNA 
 
2.3.1.΢ύνθεςη ςυμπληρωματικού  DNA (cDNA) 
 
΢ηε ζπλέρεηα ην νιηθό ώξηκν RNA πνπ έρεη απνκνλσζεί κεηαηξέπεηαη ζε  cDNA γηα ηελ αλάιπζε 
θπξίσο επεηδή ην DNA είλαη πην ζηαζεξό κόξην ζε ζρέζε κε ην RNA. Με κήηξα ην mRNA 
ζπληίζεηαη ζπκπιεξσκαηηθό πξνο απηό  κνλόθισλν DNA, κε ελδπκηθή δηάζπαζε απνκαθξύλεηαη ε 
αιπζίδα ηνπ RNA θαη ζηε ζπλέρεηα ζπληίζεηαη λέα ζπκπιεξσκαηηθή  σο πξνο ην DNA αιπζίδα. 
Υξεζηκνπνηήζεθαλ 5gr RNA θάζε δείγκαηνο θαη ν ηειηθόο όγθνο ηεο αληίδξαζεο ήηαλ 25κl.  
 
 Υλικά για ηη ζύνθεζη cDNA 
 Random hexamers (2,97κg/κl, Invitrogen) 
 Κηη αληίζηξνθεο κεηαγξαθάζεο Super Script III (200U/κl, Invitrogen) 
 Γενμπξνβνλνπθιενηίδηα (dNTPs 50mM, Invitrogen) 
 Γηο απεζηαγκέλν λεξό (DEMO s.a.) 
 
Καηαζκεςή cDNA  
  
1) Δπαλαδηάιπζε ηνπ RNA ζε ddH2O θαη πξνζζήθε 1κl Random Primers, ώζηε ν ηειηθόο 
όγθνο λα είλαη 15κl 
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2) Σνπνζέηεζε ηνπ δείγκαηνο ζηνπο 70C γηα 10 ιεπηά, ώζηε λα απνδηαηαρζνύλ ηα 
δεπηεξνηαγείο δνκέο ηνπ RNΑ 
3) Πξνζζήθε  ησλ ππνινίπσλ αληηδξαζηεξίσλ ζηηο εμήο πνζόηεηεο: 
                                 Ρπζκηζηηθό δηάιπκα 5x:                  4 κl 
                                 Υισξηνύρν Μαγλήζην (MgCl2):     2 κl 
                                  DTT:                                               2κl 
                                  Γενμπξηβνλνπθιενηίδηα:                 2κl       
                                  Super Script III:                             0,5κl  
     4)   Σν δηάιπκα αληίδξαζεο αθνινύζεζε ην παξαθάησ δηάγξακκα αιπζηδσηήο αληίδξαζεο 
πνιπκεξάζεο (PCR):  
                       20νC, 10 ιεπηά 
                       42νC, 45 ιεπηά 
                                   99νC, 3 ιεπηά 
                                   18νC, 5 ιεπηά 
                   ηελική θεπμοκπαζία: 4οC 
Γηα ηελ απνθπγή ςεπδώο αξλεηθώλ απνηειεζκάησλ πξαγκαηπνηήζεθε ελίζρπζε ηεο αιιεινπρίαο 
πνπ αληηζηνηρεί ζε έλα κεηάγξαθν γνληδίνπ αλαθνξάο, ελόο γνληζίνπ δειαδή πνπ εθθξάδεηαη πάληα 
ζην ππό κειέηε δείγκα. ΢ηε ζπγθεθξηκέλε εξγαζία ρξεζηκνπνηήζεθε ην mRNA ηνπ γνληδίνπ 
GAPDH.  Σν cDNA θάζε δείγκαηνο εληζρύζεθε κε  PCR ρξεζηκνπνηώληαο εηηθνύο εθθηλεηέο γηα ην 
γνλίδην αλαθνξάο. 
                         
 
                        
 
Σν δηάιπκα αληίδξαζεο (AmlpiTaq Gold 360 Master Mix, Apllied Biosystems) γηα ηελ αλίρλεπζε 
ηνπ γνληδίνπ GAPDH πεξηείρε: 
                          cDNA:                                      3κl 
                         Ρπζκηζηηθό δηάιπκα 5x:             12,5κl 
                         Δθθηλεηήο Forward:                    1κl 
                         Δθθηλεηήο Reverse:                     1κl 
                          Γηο απεζηαγκέλν λεξό:               7,5κl 
Οη ζπλζήθεο πνπ εθαξκόζηεθαλ ζηνλ θπθινπνηεηή ήηαλ νη εμήο: 
 Απνδηάηαμε ζηνπο 95νC, 10 ιεπηά 
 40 θύθινη όπνπ πξαγκαηνπνηείηαη ελίζρπζε ηεο αιιεινπρίαο ζηα εμήο επαλαιακβαλόκελα 
 Forward: 5' GAGTCAACGGATTTGGTCGT 3' 
 Reverse:   5' GACAAGCTTCCCGTTCTCAG 3' 
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ζηάδηα:        
 
            αποδιάηαξη ζηοςρ 95οC, 30 δεςηεπόλεπηα 
            ςβπιδοποίηζη-ζύνδεζη ηων εκκινηηών ζηοςρ 60οC, 30 δεςηεπόλεπηα 
            επιμήκςνζη ζηοςρ 72οC, 1 λεπηό 
 
 
 Σειηθή επηκήλπλζε ζηνπο  72νC, 7 ιεπηά 
Σν ηειηθό πξνηόλ ειέγζεθε γηα ηε παξνπζία ή όρη ηνπ ηκήκαηνο πνπ εληζρύζεθε κε ειεθηξνθόξεζε 
ζε πεθηή αγαξόδεο 3% κε κάξηπξα  πξόηππσλ κνξηαθώλ βαξώλ 100bp (Fermentas). 
 
2.4.Ποςοτικοποίηςη των mRΝΑ μεταγράφων των γονιδίων COL10A1. MMP-13, 
RUNX-2, SOX-9 με την αλυςιδωτή αντίδραςη τησ πολυμεράςησ πραγματικού 
χρόνου (Real Time PCR) 
 
Γηα ηνλ έιεγρν ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο ρξεζηκνπνηήζεθε ε ηερληθή ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο 
πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ (Real Time PCR). Σν cDNA πνπ θαηαζθεπάζηεθε, ρξεζηκνπνηήζεθε γηα λα 
πξαγκαηνπνηεζεί ε αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο. 
Η  Real Time PCR είλαη κηα ηερληθή πνπ βαζίδεηαη ζηελ αλίρλεπζε θαη πνζνηηθνπνίεζε ελόο 
θζνξίδνληνο κνξίνπ αλαθνξάο (εηδηθνύ ή κε γηα ζπγθεθξηκέλε αιιεινπρία ) ζε θάζε θπ́θιν ηεο 
αληίδξαζεο PCR.  
Η real-time PCR ή PCR ζηνλ πξαγκαηηθό ρξόλν είλαη κία πνζνηηθή αληίδξαζε PCR θαηά ηελ νπνία 
ε κεγέζπλζε ηνπ DNA ζηόρνπ θαη ε αλίρλεπζε ηνπ πξντόληνο γίλνληαη ηαπηόρξνλα ζην ίδην 
ζσιελάξην, δηόηη ην πξντόλ πνπ παξάγεηαη ζπλδέεηαη κε θζνξίδνπζα ρξσζηηθή πνπ αληρλεύεηαη από 
ην νπηηθό ζύζηεκα ηνπ εηδηθνύ θπθινπνηεηή πνπ ρξεζηκνπνηείηαη ζηε real-time PCR. Με ην 
όξγαλν απηό θαηαγξάθεηαη ε θηλεηηθή ηεο κεγέζπλζεο ηνπ DNA από ηελ έληαζε ηνπ ζήκαηνο ηνπ 
θζνξηζκνύ πνπ αληαλαθιά ην πνζό ηνπ ζπληηζέκελνπ λένπ DNA. Έηζη κπνξεί λα κεηξεζεί 
επαθξηβώο ην πνζό ηνπ DNA.  Η real-time PCR κεηξάεη ηα πξντόληα PCR θαζώο ζπζζσξεύνληαη 
ή κεηξάεη ζε πξαγκαηηθό ρξόλν ην πνζό ησλ PCR πξντόλησλ ζε ζεκείν όπνπ ε αληίδξαζε 
βξίζθεηαη αθόκε ζηελ εθζεηηθή θάζε ρξεζηκνπνηώληαο ηελ ηερλνινγία ησλ θζνξηδνπζώλ 
ρξσζηηθώλ. ΢πγθεθξηκέλα, θαηά ηε δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο PCR, έλα θαηώθιη- ζήκα θζνξίδνπζαο 
ρξσζηηθήο θαζνξίδεη ζε πην ζεκείν όια ηα δείγκαηα κπνξνύλ λα ζπγθξηζνύλ. Απηό ην θαηώθιη 
ππνινγίδεηαη σο ζπλάξηεζε ηνπ πνζνύ ηνπ ππόβαζξνπ ηεο θζνξίδνπζαο ρξσζηηθήο θαη ηειηθά ν 
θιαζκαηηθόο αξηζκόο ησλ θύθισλ PCR πνπ απαηηνύληαη γηα λα παξάγνπλ αξθεηό ζήκα 
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θζνξίδνπζαο ρξσζηηθήο πνπ ζα θζάζεη ζε απηό ην θαηώθιη ραξαθηεξίδεηαη σο θαηώθιη θύθινπ 
(cycle threshold, Ct). Οη ηηκέο Ct εμαξηώληαη απόιπηα από ην αξρηθό πνζό ηνπ δείγκαηνο θαη είλαη 
ε βάζε γηα ηνλ ππνινγηζκό ησλ DNA αληηγξάθσλ ή ησλ επηπέδσλ έθθξαζεο ηνπ mRNA Η πξσ́ηε 
ζεκαληηθή αύμεζε ζηελ πνζόηεηα ηνπ πξντόληνο ηεο PCR (CT – θύθινο - θαηώθιη) πνπ 
παξαηεξνύκε ζρεηήδεηαη κε ηελ αξρηθή πνζόηεηα ηεο κήηξαο (πνζνηηθνπνίεζε).  
Η γξαθηθή παξάζηαζε πνιιαπιαζηαζκνύ είλαη ε ζπλάξηεζε ηνπ θζνξηζκνύ ζε ζρέζε κε ηνλ 
αξηζκό ησλ θύθισλ. Ωο baseline νξίδνληαη νη θύθινη PCR θαηά ηνπο νπνίνπο ην ζήκα 
ζπζζσξεύεηαη κελ αιιά είλαη θάησ από ηα όξηα αλίρλεπζεο από ην κεράλεκα. Απηό ην ζήκα 
ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηε ράξαμε ηνπ θαησθιηνύ. Σν θαηώθιη ππνινγίδεηαη επί 10 θνξέο ηεο 
θαλνληθήο παξέθθιηζεο από ην κέζν ζήκα ηεο ρξσζηηθήο ηεο baseline.  
΢ήκα ρξσζηηθήο ην νπνίν αληρλεύεηαη πάλσ από ην θαηώθιη ζεσξείηαη πξαγκαηηθό θαη 
ρξεζηκνπνηείηαη γηα ην θαζνξηζκό ηνπ θαηώθιη θύθινπ (Ct) γηα έλα δείγκα. Οη ηηκέο ηνπ Ct 
θαζνξίδνληαη από ηνλ θιαζκαηηθό αξηζκό ησλ PCR θύθισλ, θαηά ηνπο νπνίνπο ην ζήκα ηεο 
ρξσζηηθήο είλαη κεγαιύηεξν από έλα ειάρηζην επίπεδν αλίρλεπζεο. ΢ηε ζπλέρεηα νη ηηκέο ηνπ Ct 
ησλ δηαθόξσλ δεηγκάησλ ρξεζηκνπνηνύληαη γηα ηνλ ππνινγηζκό ηεο ζρεηηθήο πνζόηεηαο ηνπ θάζε 
δείγκαηνο.  ΢ε απηή ηε γξαθηθή παξάζηαζε ε εληαία γξακκή ηέκλεη ην θαηώθιη ζηνλ PCR θύθιν 
18, ελώ ή θειηδσηή θακπύιε ζηνλ θύθιν 20, ππάξρεη δειαδή κία δηαθνξά 2 θύθισλ κεηαμύ απηώλ 
ησλ δύν δεηγκάησλ ή δηαθνξά Ct = 2. Δμαηηίαο ηεο εθζεηηθήο θύζεο ηεο κεζόδνπ PCR, ε ηηκή Ct 
κεηαηξέπεηαη ζε κία γξακκηθή κνξθή ηνπ 2 ή ζε ηεηξαπιάζηα δηαθνξά. Απηόο ν ππνινγηζκόο 
ρξεζηκνπνηείηαη θαηά ηε ζρεηηθή πνζνηηθή αλαιπηηθή κέζνδν.(Ginzinger DG. Gene quantification 
using real-time quantification PCR: An emerging technology hits the mainstream. Experimental 
Hematology 30(2002) 503-512.) 
Με ηε real-time PCR, εθηόο από ηελ πνζνηηθή αλάιπζε ηνπ πξντόληνο ηεο PCR, γίλεηαη θαη 
πνηνηηθή αλάιπζε κε βάζε ηε κειέηε ηεο θακπύιεο ηήμεο ηνπ πξντόληνο (melting curve analysis). 
Σν θζνξίδνλ κόξην πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ εθηίκεζε ηεο 
γνληδηαθήο έθθξαζεο ζηα δείγκαηα ηεο ζπγθεθξηκέλεο εξγαζίαο ήηαλ ε SYBR Green, ν θζνξηζκόο 
ηεο νπνίαο εληζρύεηαη δξακαηηθά κεηά ηελ πξόζδεζή ηεο ζε δίθισλν DΝA. ΢ηε θάζε ηεο 
επηκήθπλζεο απμαλόκελε πνζόηεηα SYBR Green πξνζδέλεηαη ζην ζπζζσξεπόκελν πξντόλ ηεο 
PCR κεηά από θάζε θύθιν . Καζώο ε αληίδξαζε πξνρσξά ηα επίπεδα  ηνπ θζνξηζκνπ́ πνπ 
αληρλεύεηαη απμάλνληαη ζπλερώο . Σν θύξην κεηνλέθηεκα ηεο ρξσζηηθήο SYBR green I είλαη όηη 
ζπλδέεηαη θαη ζηα κε εηδηθά πξντόληα, νπόηε πξέπεη λα γίλεηαη ζαθήο δηαθνξνπνίεζε κεηαμύ ησλ 
εηδηθώλ θαη κε εηδηθώλ πξντόλησλ, όηαλ ρξεζηκνπνηνύκε αλάιπζε ηεο θακπύιεο ηήμεο.(van der 
Velden VH, et al. Leukemia. 2003;17(6):1013-34)) 
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Υλικά πος σπηζιμοποιήθηκαν για ηη  real-time PCR: 
 cDNA 
 Ρπζκηζηηθό δηάιπκα κε  SYBR Green θαη ROX (Fermentas) 
 Δθθηλεηέο (5κΜ) ησλ γνληδίσλ 
 Γηπιά απεζηαγκέλν λεξό (DEMOs.a.) 
 
Σν δηάιπκα ηεο αληίδξαζεο πεξηείρε ηα εμήο: 
        cDNA θάζε δείγκαηνο:     2κl 
        SYBRgreen I:                   5κl 
        Δθθηλεηήο Forward:          0,3κl  
        Δθθηλεηή Reverse :           0,3κl  
        ddH2O:                              2,4κl  
 
Οη εθθηλεηέο πνπ ρξεζηκνπνίεζεθαλ θαίλνληαη ζηνλ παξαθάησ πίλαθα: 
Γνλίδην Αιιεινπρία εθθηλεηή Forward Αιιεινπρία εθθηλεηή Reverse 
COL10A1 CAGGCATAAAAAGGCCCAC GTGGACCAGGAGTACCTTGC 
MMP-13 TGGCATTGCTGACATCATGA GCCAGAGGGCCCATCAA 
RUNX-2  AGGCCACCACAAGCCTTT AGAAGTTTGCACCGCACTT 
SOX-9  TACGACTACACCGACCAC TCAACGTCGAGTGAGCTGTC 
GAPDH GAGTCAACGGATTTGGTCGT  GACAAGCTTCCCGTTCTCAG 
 
Οη ζπλζήθεο πνπ εθαξκόζηεθαλ γηα ηελ ελίζρπζε ηνπ mRΝΑ ησλ γνληδίσλ είλαη νη εμήο: 
 Αξρηθή απνδηάηαμε ζηνπο 95νC, 10 ιεπηά 
 45 θύθινη ζηνπο νπνίνπο πξαγκαηνπνηείηαη ελίζρπζε ηνπ ζηόρνπ ζηα 3 
επαλαιακβαλόκελα ζηάδηα: 
        απνδηάηαμε ζηνπο 95νC, 15 δεπηεξόιεπηα 
        πβξηδνπνίεζε-ζύλδεζε ησλ εθθηλεηώλ ζηνπο 60νC, 30 δεπηεξόιεπηα 
         επηκήθπλζε ζηνπο 72νC, 30 δεπηεξόιεπηα 
 
 Σειηθή επηκήθπλζε ζηνπο  72νC, 10 ιεπηά 
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3.1. Μελέτη του αριθμού των mRNA μεταγράφων του γονιδίου  τησ ΜΜΡ-
13 
  
Αξρηθά ζπγθξίζεθε ν αξηζκόο ησλ mRNA κεηαγξάθσλ ηνπ γνληδίνπ ΜΜΡ-13 κεηαμύ ησλ MSCs 
θαη ησλ ρνλδξνθπηηάξσλ πξνεξρόκελσλ από MSCs  θαη παξαηεξήζεθε ζεκαληηθά 
δηαθνξνπνηεκέλε έθθξαζε θαη πην ζπγθεθξηκέλα αύμεζε ησλ mRNA κεηαγξάθσλ ζηα MSCs- 
ρνλδξνθύηηαξα. Αθνινύζεζε ε ζύγθξηζε ηνπ αξηζκνύ ησλ mRNA κεηαγξάθσλ  ηνπ ίδηνπ γνληδίνπ 
κεηαμύ ησλ iPSCs θαη ησλ ρνλδξνθπηηάξσλ πξνεξρόκελσλ από απηά θαη παξαηεξήζεθε επίζεο 
αύμεζε ζηα iPSCs- ρνλδξνθύηηαξα. ΢ην ηέινο, ζπγθξίλνληαο ηα MSCs- ρνλδξνθύηηαξα κε ηα  
iPSCs- ρνλδξνθύηηαξα παξαηεξείηαη κεησκέλε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ ζηα iPSCs- ρνλδξνθύηηαξα 
ζε ζρέζε κε ηα  MSCs- ρνλδξνθύηηαξα. 
 
Πίλαθαο1. Μεησκέλε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ ΜΜΡ-13 ζηα iPSCs- ρνλδξνθύηηαξα ζε ζρέζε κε ηα  
MSCs- ρνλδξνθύηηαξα. 
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3.2.Μελέτη του αριθμού των mRNA μεταγράφων του γονιδίου Κολλαγόνο 
Χ. 
 
Γηα ην γνληδίν ηνπ θνιιαγόλνπ 10 (θνιιαγόλν Υ), πξαγκαηνπνηήζεθε ζύγθξηζε κεηαμύ ησλ MSCs  
θαη ησλ ρνλδξνθπηηάξσλ πνπ πξνέξρνληαη από ηα MSCs θαη παξαηεξήζεθε αύμεζε ηεο έθθξαζεο 
ζηα MSCs- ρνλδξνθύηηαξα ζε ζρέζε κε ηα  MSCs. Αθνινύζσο ζπγθξίζεθαλ ηα επίπεδα έθθξαζεο 
ηνπ γνληδίνπ θνιιαγόλνπ 10 ζηα   iPSCs θαη ζηα ρνλδξνθύηηαξα πνπ πξνήιζαλ από ηα   iPSCs θαη 
εληνπίζηεθε επίζεο αύμεζε ζηελ έθθξαζε ζηα ρνλδξνθύηηαξα. ΢πγθξίλνληαο ηα απνηειέζκαηα γηα 
ηα MSCs- ρνλδξνθπηηάξα κε ηα απνηειέζκαηα ησλ   iPSCs- ρνλδξνθπηηάξσλ παξαηεξήζεθε 
κείσζε ησλ  mRNA κεηαγξάθσλ ηνπ γνληδίνπ ζηα  iPSCs- ρνλδξνθύηηαξα, όπσο θαίλεηαη θαη ζηνλ 
πίλαθα πνπ αθνινπζεί. 
 
Πίλαθαο 2.  Μεησκέλε έθθξαζε ησλ  mRNA κεηαγξάθσλ ηνπ γνληδίνπ θνιιαγόλν 10 ζηα  iPSCs- 
ρνλδξνθύηηαξα ζπγθξηλόκελα κε ηα MSCs- ρνλδξνθύηηαξα . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.3. Μελέτη του αριθμού των mRNA μεταγράφων του γονιδίου SOX-9 και 
του γονιδίου RUNX-2 
 
΢ε όηη αθνξά ζηα mRNA κεηαγξάθα ηνπ γνληδίνπ SOX-9, πξαγκαηνπνηήζεθε ζύγθξηζε κεηαμύ 
ησλ MSCs θαη ησλ MSCs- ρνλδξνθπηηάξσλ θαη παξαηεξήζεθε αύμεζε ηεο έθθξαζήο ηνπ ζηα 
MSCs- ρνλδξνθύηηαξα. Δπίζεο γηα ην γνλίδην ηνπ   SOX-9 ζπγθξίζεθε ν αξηζκόο κεηαγξάθσλ 
κεηαμύ ησλ ρνλδξνθπηηάξσλ θαη ησλ iPSCs- ρνλδξνθπηηάξσλ. Αλαιπηηθόηεξα, παξαηεξήζεθε 
κηθξή αύμεζε ηεο έθθξαζεο ζηα  iPSCs ρνλδξνθύηηαξα ζε ζρέζε κε ηα iPSCs . Σέινο, 
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ζπγθξηλόκελα κε ηα MSCs- ρνλδξνθύηηαξα, ζηα iPSCs ρνλδξνθύηηαξα  παξνπζηάδεηαη απμεκέλε 
έθθξαζε ηνπ SOX-9.  Αληίζεηα,   ηα mRNA κεηαγξάθα ηνπ γνληδίνπ RUNX-2 είλαη κεησκέλα ζηα 
MSCs- ρνλδξνθύηηαξα ζε ζρέζε κε ηα  MSCs, ελώ ζεκαληηθά κεησκέλε εκθαλίδεηαη ε έθθξαζε 
ηνπ  RUNX-2 ζηα  iPSCs ρνλδξνθύηηαξα ζε ζρέζε ηόζν κε ηα  iPSCs, όζν θαη κε ηα  MSCs- 
ρνλδξνθύηηαξα. 
Πίλαθαο 3. Απμεκέλε έθθξαζε ηνπ SOX-9 ζηα  iPSCs ρνλδξνθύηηαξα ζε ζρέζε κε ηα  iPSCs θαη 
κε ηα MSCs- ρνλδξνθύηηαξα 
 
 
 
 
Πίλαθαο 4. Μείσζε ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ RUNX-2 ζηα iPSCs ρνλδξνθύηηαξα ζε ζρέζε κε ηα 
MSCs- ρνλδξνθύηηαξα. 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ ΣΕΣΑΡΣΟ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
΢ΤΜΠΕΡΑ΢ΜΑΣΑ-΢ΤΖΗΣΗ΢Η 
 
 
 
 
 
 
 
 
΢ηελ ΟΑ ν αξζξηθόο ρόλδξνο εθθπιίδεηαη θαη ζηα ρνλδξνθύηηαξά ηνπ εληνπίδεηαη κείσζε δεηθηώλ 
ραξαθηεξηζηηθώλ ηνπ πγηνύο ρόλδξνπ. όπσο ην θνιιαγόλν ηύπνπ ΙΙ θαη ην SOX-9,  θαη αύμεζε ηεο 
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έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ πνπ είλαη ραξαθηεξηζηηθά ησλ ππεξηξνθηθώλ ρνλδξνθπηηάξσλ θαη 
θπζηνινγηθά εληνπίδνληαη θαηά ηελ ελδνρόλδξηα νζηενπνίεζε, όπσο ε ΜΜΡ-13, ην COL10A1 θαη 
ν κεηαγξαθηθόο παξάγνληαο RUNX-2 .  
Με ηελ δεκηνπξγία ησλ επαγόκελσλ βιαζηηθώλ θπηηάξσλ έρεη βξεζεί κηα λέα πεγή δηαζέζηκσλ 
θπηηάξσλ γηα ηε κειέηε αζζελεηώλ, γηα ηελ αλαθάιπςε θαξκάθσλ θαη γηα ηελ δεκηνπξγία 
θπηηάξσλ γηα απηόινγε κεηακόζρεπζε. 
΢ύκθσλα κε ηα κέρξη ηώξα δεδνκέλα έρεη απνδεηρζεί όηη ηόζν κεζεγρπκαηηθά βιαζηνθύηηαξα ηνπ 
κπεινύ ησλ νζηώλ όζν θαη όηη ηα ηα hiPSCs (human iPSCs) κπνξνύλ λα δηαθνξνπνηεζνύλ ζε 
ρνλδξνθύηηαξα. Δίλαη επίζεο γλσζηό όηη ηα ρνλδξνθύηηαξα πξνεξρόκελα από BM-MSCs 
δηαθνξνπνηόπληαη ζε ππεξηξνθηθά ρνλδξνθύηηαξα, γεγνλόο πνπ ηα θαζηζηά ιηγόηεξν 
απνηειεζκαηηθά γηα αληηθαηάζηαζε ηνπ αξζξηθνύ ρόλδξνπ ζε πεξηπηώζεηο εθθύιηζήο ηνπ, όπσο ε 
ΟΑ. Σα απνηειέζκαηα ηεο έξεπλαο ησλ Claudia Loebel et al ππνζηεξίδνπλ επίζεο όηη ν ιόγνο   
Runx2/Sox9 κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί σο θξηηήξην ηεο νζηενπνηεηηθήο ηθαλόηεηαο ησλ  hMSCs. 
Λακβάλνληαο ππόςηλ ηα παξαπάλσ, ζηε ζπγθεθξηκέλε εξγαζία ζπγθξίζεθαλ ηα επίπεδα έθθξαζεο 
ησλ κνξίσλ δεηθηώλ ηνπ ππεξηξνθηθνύ θαηλνηύπνπ (ΜΜΡ-13, COL10A1, RUNX-2) θαζώο θαη ηα 
επίπεδα έθθξαζεο ηνπ κεηαγξαθηθνύ παξάγνληα Sox9, πνπ είλαη ραξαθηεξηζηηθόο ησλ κνλίκσλ 
ρνλδξνθπηηάξσλ ηνπ αξζξηθνύ ρόλδξνπ, ζε ρνλδξνθύηηαξα πξνεξρόκελα από επαγόκελα 
βιαζηνθπηηάξα θαη από κεζεγρπκαηηθά βιαζηνθπηηάξα. Ο ζθνπόο ηεο ζύγθξηζεο ήηαλ λα 
αλαδεηρζνύλ πηζαλόλ δηαθνξέο ζηα επίπεδα έθθξαζεο ησλ κνξίσλ δεηθηώλ θαη λα απνηηκεζεί ε 
πηζαλόηεηα απόθηεζεο ηνπ ππεξηξνθηθνύ θαηλνηύπνπ από ηηο δπν θαηεγνξίεο θπηηάξσλ. 
Σα  ρνλδξνθύηηαξα πξνεξρόκελα από hiPSCs παξνπζίαζαλ ρακειόηεξα επίπεδα έθθξαζεο ησλ 
κνξίσλ-δεηθηώλ ηεο ππεξηξνθίαο (ΜΜΡ-13, θνιιαγόλν Υ θαη Runx-2 ) ζε ζρέζε κε ηα 
ρνλδξνθύηηαξα πνπ πξνήιζαλ από κεζεζρπκαηηθά βιαζηνθύηηαξα θαη κεγαιύηεξα επίπεδα 
έθθξαζεο ηνπ SOX9.  
Παξόκνηα απνηειέζκαηα παξνπζίαζε θαη  ε εξεπλεηηθή νκάδα ησλ Ji-Yun Ko et al , νη νπνίνη 
επίζεο κειέηεζαλ  ηελ ύπαξμε δεηθηώλ ρνλδξνγέλεζεο θαη ππεξηξνθίαο ζε ρνλδξνθύηηαξα 
πξνεξρόκελα από hiPSCs θαη hBMMSCs πγηώλ αηόκσλ. Δπηπιένλ, όκσο, εληόπηζαλ ζεκαληηθά 
κεγαιύηεξε κεζπιίσζε ζε πνιιέο CpG λεζίδεο ζηνλ ππνθηλεηή ηνπ γνληδίνπ ηνπ COL10A1  ζηα 
hiPSCs ζε ζρέζε κε ηα  hBMMSCs, γεγνλόο πνπ ππνδειώλεη ηελ ζπκκεηνρή επηγελεηηθώλ 
ηξνπνπνηήζεσλ  ζηε δηαθνξά ζηελ έθθξαζε ησλ δεηθηώλ ππεξηξνθίαο.  
(In vitro chondrogenesis and in vivo repair of osteochondral defect with human induced pluripotent 
stem cells ,Ji-Yun Ko, Kyung-Il Kim, Siyeon Park, Gun-Il Im,Biomaterials Volume 35, Issue 11, 
April 2014, Pages 3571‒3581 ).  
Η πεξαηηέξσ δηεξεύλεζε επηγελεηηθώλ δηαθνξώλ ζε γνλίδηα πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηε δηαδηθαζία ηεο 
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ρνλδξνγέλεζεο ζε ρνλδξνθύηηαξα  πνπ πξνέξρνληαη από ηε δηαθνξνπνίεζε επαγόκελσλ 
βιαζηνθπηηάξσλ θαη  κεζεγρπκαηηθώλ βιαζηνθπηηάξσλ ίζσο απνηειεί πηζαλή ζπλέρεηα ηεο 
ζπγθεθξηκέλεο εξγαζίαο.  
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